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RESUMEN 
 
La enfermedad de Gaucher (EG) es una patología genética de almacenamiento 
lisosomal de herencia autosómica recesiva causada por la deficiencia de la enzima 
lisosomal glucocerebrosidasa (GCasa). Esta deficiencia conduce a la acumulación de 
glucosilceramida, principalmente en macrófagos. Las manifestaciones clínicas 
principales son: anemia, trombopenia, hepatoesplenomegalia, fracturas óseas, dolores 
óseos, osteopenia y osteonecrosis. Los pacientes que se encuentran en tratamiento aún 
sufren de problemas óseos y los mecanismos del daño tisular han comenzado a 
estudiarse recientemente. En el presente trabajo de tesis se propuso estudiar nuevos 
mecanismos celulares y moleculares con el objetivo de encontrar blancos terapéuticos 
para el desarrollo de nuevos tratamientos.  
Para el estudio de estos mecanismos se emplearon dos modelos in vitro murinos, en 
los cuales la actividad de la GCasa es inhibida mediante el uso de un epóxido (CBE) 
que inhibe irreversiblemente la enzima; y un modelo in vitro humano basado en células 
madre mesenquimales (MSCs) derivadas de individuos sanos y pacientes con 
enfermedad de Gaucher. 
Pudimos demostrar en los tres modelos estudiados una estimulación en la formación 
de osteoclastos como también la disminución en la funcionalidad de osteoblastos y 
osteocitos cuando la actividad de la GCasa era inhibida, lo que en conjunto llevarían a 
un daño óseo. Por otro lado, demostramos que los adipocitos Gaucher derivados de las 
MSCs tenían mayor potencial de diferenciación que los adipocitos de individuos sanos. 
Al realizar el tratamiento con Velaglucerasa alfa (GCasa recombinante) en el modelo in 
vitro humano, no se logró recuperar la función de los osteoblastos Gaucher. Sin 
embargo, con el tratamiento con Semaforina 3A recombinante (proteína de secreción 
que tiene función osteogénica) se observó que la función de mineralización tuvo una 
mejora. 
Como conclusión general, se observó que el contexto Gaucher provoca alteraciones 
en las células del tejido óseo lo que explica, al menos en parte, la problemática ósea de 
los pacientes. La Semaforina 3A podría considerarse para ser utilizada como 
complemento de las terapias actuales. 
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Mecanismos propuestos en la patología ósea de la enfermedad de 
Gaucher que se derivan de los resultados de esta tesis 
 
 
 
Fig. 23 Mecanismos propuestos involucrados en la problemática ósea de la enfermedad de Gaucher. 
Mediadores que se encuentran modulados en células Gaucher con respecto a las control. 
1. MSC secreta RANKL e IL-1β estimulando la osteoclastogénesis con el consecuente incremento en la 
resorción ósea. 2. MSC subexpresa RUNX2 inhibiendo la diferenciación a Ob y disminuyendo la 
formación ósea. 3. Ob secreta RANKL y microvesículas que contienen RANKL, estimulando la resorción 
ósea. 4. Os subexpresa proteínas de uniones intercelulares que podría derivar en la apoptosis de estas 
células liberando cuerpos apoptóticos y RANKL, los cuales provocan la estimulación de la resorción 
ósea. 5. MSC sobreexpresa PPAR-γ estimulando la diferenciación a Ad que no muestran una acumulación 
de gotas lipídicas. MSC: célula madre mesenquimal; Ob: osteoblasto; Ad: adipocito; Os: osteocito; Oc: 
osteoclasto. 
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ABREVIATURAS 
 
 
 
ACTB - β-actina 
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ALP - Fosfatasa alcalina 
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ARS - Alizarin Red 
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TLC - Cromatografía en capa fina 
TNF - Factor de necrosis tumoral 
TRAP - Fosfatasa ácida resistente a tartrato 
TRE - Terapia de reemplazo enzimático 
Wnt - Sitio de integración relacionado con ingless 
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Enfermedades lisosomales 
 
Las enfermedades de almacenamiento lisosomal son errores hereditarios del 
metabolismo que afectan la función de los lisosomas y se encuentran dentro del grupo 
de las enfermedades poco frecuentes por su baja incidencia en la población. Se estima 
que este número se encuentra entre 1/5.000 de nacidos vivos  (Boustany, 2013). Las 
enfermedades lisosomales más comunes son la enfermedad de Fabry (hasta 2,5 casos 
por 100.000 hombres), enfermedad de Gaucher (hasta 2 casos por 100.000 individuos), 
leucodistrofia metacromática (hasta 2,5 casos por 100.000 individuos) y enfermedad de 
Pompe (hasta 2,5 casos por 100.000 individuos) (“US National Library of Medicine, 
Genetics Home Reference - NIH,” 2018). 
La mayoría de las enfermedades lisosomales son desórdenes autosómicos recesivos, 
aunque existen tres enfermedades cuyo patrón es ligado al cromosoma X (Fabry,  
Hunter y Danon). Estos trastornos son originados por mutaciones en genes que 
codifican proteínas lisosomales, tales como enzimas, proteínas integrales de membrana, 
transportadores, modificadores enzimáticos o activadores, afectando su función (Platt et 
al., 2011). La ausencia o reducción de una enzima lisosomal trae como consecuencia la 
acumulación de sustratos no metabolizados dentro de estas estructuras (lisosomas), lo 
que finalmente conduce a la disfunción y muerte celular desencadenando los diferentes 
síntomas característicos de cada enfermedad (Rigante et al., 2017).  
Inicialmente, la clasificación de las enfermedades lisosomales se basó en el tipo de 
sustrato que se acumula. Así, la enfermedad que acumula lípidos se clasificaba como 
lipidosis; la que acumula mucopolisacáridos entraba en la categoría de 
mucopolisacaridosis; etc. Aunque parte de esta clasificación aún se mantiene, se 
actualiza continuamente sobre la base de los conocimientos recientemente adquiridos 
sobre la patología molecular subyacente (Filocamo et al., 2011; Platt et al., 2012). Los 
detalles se pueden ver en la Tabla I. 
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Tabla I Clasificación de las Enfermedades Lisosomales según el mecanismo de acumulación. Se 
incluyen varios ejemplos con su causa, órganos y sistemas afectados. Adaptado de (Platt et al., 2012) 
 
 
 
 
Las manifestaciones clínicas, en general, aparecen en forma insidiosa y se produce 
afectación de muchos órganos. Algunas manifestaciones clínicas características son el 
dismorfismo facial, manifestaciones viscerales y hematológicas, afectaciones 
esqueléticas, manifestaciones oculares y, en muchos casos, afecciones neurológicas las 
cuales son extremadamente variables. Asimismo, cualquier otro órgano o sistema puede 
verse afectado en las enfermedades lisosomales, incluido el corazón, piel, riñones, tracto 
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respiratorio superior, pulmones e intestino (Parenti et al., 2015). El primer paso para el 
diagnóstico es la sospecha clínica por parte del médico. Este paso, en general, puede 
durar años debido a un retraso en la asociación de la aparición de los síntomas con el 
diagnóstico confirmatorio, por lo que la falta de conocimiento de este tipo de patologías 
por la comunidad médica es un componente clave en dicho retraso. 
El diagnóstico de laboratorio de las enfermedades lisosomales debidas a deficiencias 
enzimáticas incluye una evaluación bioquímica, donde la medición de la actividad de 
enzimas lisosomales en leucocitos extraídos de sangre total es el gold standard para 
proporcionar el diagnóstico definitivo. Este estudio se complementa generalmente con 
el estudio genético molecular para la identificación de las mutaciones patogénicas. La 
actividad de las enzimas puede analizarse utilizando sustratos sintéticos de 4-
metilumbeliferona (4-MU) disponibles comercialmente (Ceci et al., 2011; Wenger et. al, 
2002, 2003). Además de confirmarse el diagnóstico mediante estos estudios, también se 
puede llevar a cabo el consejo genético familiar (Filocamo et al., 2011). 
Cabe mencionar que las enfermedades lisosomales presentan rasgos comunes entre 
sí, lo que llevaría a pensar que se pudiesen trasladar las conclusiones de los hallazgos de 
unas a otras. Sin embargo, la experiencia indica que aún dentro de la misma 
enfermedad, existe amplia heterogeneidad en las manifestaciones clínicas, por lo que es 
difícil establecer una generalización de los mecanismos fisiopatológicos asociados a 
cada una de ellas. A nivel celular, se han estudiado diversas vías que pueden ser 
causales de las manifestaciones clínicas y entre ellas se puede encontrar la acumulación 
de sustratos primarios que pueden inhibir enzimas catabólicas y transportadores, lo cual 
resultará en una acumulación secundaria de sustratos (Grassi et al., 2019). Esta 
acumulación de sustratos primarios y secundarios puede tener efectos sobre otras 
organelas aparte del lisosoma (mitocondrias, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, 
peroxisomas, etc.), impactando en funciones celulares como la autofagia e inflamación 
(Lieberman et al., 2012). 
En la actualidad, el tratamiento más utilizado en la clínica para algunas enfermedades 
lisosomales (enfermedad de Gaucher, enfermedad de Fabry, MPS I, MPS VI, MPS II 
MPS IVA, MPS VII, LAL, CLN2 y enfermedad de Pompe) es la Terapia de Reemplazo 
Enzimático que consiste en la administración intravenosa de la enzima recombinante 
específica de cada enfermedad con intervalos de una o dos semanas (Drelichman et al., 
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2015; Li, 2018). También existen tratamientos aprobados y en fase clínica que apuntan 
a la inhibición de síntesis de sustrato o a la administración de chaperonas químicas que 
mejoran el plegamiento y estabilizan la enzima mutada (Guce et al., 2011; Narita et al., 
2016; Solomon et al., 2017). Los avances en el ámbito de la ingeniería genética 
permitieron idear y desarrollar terapias génicas para algunas de estas enfermedades, 
principalmente las que tienen componente neurológico ya que la enzima recombinante 
administrada por infusión intravenosa no logra atravesar la barrera hematoencefálica. 
Los vectores virales adenoasociados (AAV) para tratar enfermedades del sistema 
nervioso se han evaluado en modelos de grandes y pequeños animales para alfa-
manosidosis, leucodistrofia de células globoides, gangliosidosis GM1 y GM2, 
mucopolisacaridosis, lipofuscinosis ceroide neuronal, enfermedad de Sanfilippo (MPS 
IIIB), Pompe y enfermedad de Gaucher (Gurda et al., 2019; Marcó et al., 2019; Massaro 
et al., 2018; Ronzitti et al., 2019). Estos vectores también están siendo testeados en 
pruebas clínicas en donde las propias células madre hematopoyéticas del paciente son 
modificadas ex vivo y luego transfundidas al paciente. Sólo algunas células estarían 
genéticamente corregidas, pero serían las suficientes para sobreexpresar el producto 
génico y lograr la corrección cruzada (Platt et al., 2018). Otra estrategia en fase de 
prueba es la corrección de las mutaciones por una copia funcional del gen mediante la 
técnica de CRISPR/Cas9. Los primeros ensayos de terapia génica que usan esta técnica 
fueron para la MPS II e involucran la corrección mediada por AAV (Sharma et al., 
2015). 
Los detalles de las terapias aprobadas para las distintas enfermedades lisosomales se 
pueden ver en la tabla II; mientras que las terapias en fase de pruebas clínicas se pueden 
ver en la tabla III.  
 
 
 
Tabla II (Pág. 16)  
Tabla III (Pág. 17)  
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Tabla II. Terapias aprobadas. CNS, sistema nervioso central; EMA, Agencia Europea de Medicamentos; 
ERT, terapia de reemplazo enzimático; LSD, enfermedad de almacenamiento lisosomal; MPS, 
mucopolisacaridosis. Los nombres de las enzimas recombinantes representan el nombre genérico. El uso 
de α y β en nombre de la enzima natural es para distinguir entre diferentes preparaciones de las enzimas 
recombinantes (Platt et al., 2018). 
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Tabla III. Terapias en fase de prueba clínica. Los ensayos se enumeran en bases de datos disponibles 
públicamente y están disponibles en ClinicalTrials.gov. AAV, virus adenoasociado; ARSA, arilsulfatasa 
A; HSC, células madre hematopoyéticas; LSD, enfermedad de almacenamiento lisosomal; LV, lentivirus; 
MPS, mucopolisacaridosis (Platt et al., 2018). 
 
 
 
 
La Enfermedad de Gaucher 
 
La enfermedad de Gaucher (EG) es una patología genética autosómica recesiva de 
almacenamiento lisosomal causada por mutaciones patogénicas en el gen GBA que 
codifica para la enzima lisosomal glucocerebrosidasa o beta-glucosidasa ácida (GCasa). 
El gen que codifica esta enzima se encuentra localizado en el cromosoma 1 (q21 – q31) 
(Devine et al., 1982). La deficiencia de actividad de esta enzima produce la 
acumulación de su sustrato (glucosilceramida) principalmente en macrófagos, causando 
un agrandamiento de estas células que en el contexto de la enfermedad se denominan 
Células de Gaucher. Otra variable de la Enfermedad de Gaucher, es la mutación en el 
gen PSAP que codifica para el cofactor saposina C necesario para la función normal de 
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la GCasa. La deficiencia de saposina C desemboca en fenotipos Gaucher tipo 1 y 3 
(Kang et al., 2018; Tamargo et al., 2012). 
La EG afecta hasta 2 casos por 100.000 individuos en todo el mundo. La forma más 
común (Tipo 1) se estima que afecta al 90% de los pacientes diagnosticados en Europa, 
América del Norte y Australia y su prevalencia varía entre 0,70 a 1,75 individuos cada 
100.000. Hay una mayor prevalencia de Gaucher tipo 1 entre las personas de etnia judía 
Ashkenazi con una incidencia de nacimientos de aproximadamente 1 individuo cada 
850-1.000 (“US National Library of Medicine, Genetics Home Reference - NIH,” 2018; 
Zimran et al., 2018). En el año 2008 se creó el Grupo Latinoamericano para la 
Enfermedad de Gaucher y entre sus objetivos principales se encuentran el fomento de 
consensos regionales y difundir el ingreso de pacientes al registro internacional. Hasta 
abril del 2010 ingresaron 5828 pacientes de todo el mundo entre los cuales 911 son de 
Latinoamérica donde Brasil es el país con el mayor número de pacientes (511). Según el 
informe médico, dentro de Latinoamérica el 95% de los pacientes padece Gaucher Tipo 
1, el 1% Gaucher Tipo 2 y el 4% Gaucher Tipo 3 (Drelichman et al., 2012). 
 
Clasificación 
 
Históricamente la EG se clasificó en tres fenotipos clínicos dependiendo de la 
ausencia (Tipo 1) o presencia de manifestaciones neurológicas y si dichas 
manifestaciones se presentaban de manera aguda (Tipo 2) o crónica (Tipo 3). A partir 
del reconocimiento de un subconjunto de pacientes con EG tipo 1 que desarrollan 
Parkinson y neuropatías periféricas, se ha expandido el concepto de clasificación a un 
continuo de fenotipos que varían desde asintomáticos hasta complicaciones 
neurológicas severas que llevan a la muerte antes del año de vida (Fig. I). Esto lleva a 
pensar que la clasificación de EG debe modificarse periódicamente a medida que se 
introducen nuevas variantes. En consecuencia, se ha desarrollado una nueva 
clasificación ampliada en base a la literatura existente (Alaei et al., 2019) (Fig. II). En la 
actualidad, la clasificación en tres fenotipos clásicos aún sigue siendo de utilidad para el 
delineamiento de las formas clínicas básicas. 
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Fig. I Espectro de fenotipos. En la zona indicada por líneas curvas no está claro si la neuropatología es el 
resultado de la deficiencia enzimática o de una causa secundaria (Sidransky, 2004). 
 
 
 
 
Fig. II Nueva clasificación expandida de la Enfermedad de Gaucher (EG) (Alaei et al., 2019). 
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Mutaciones 
 
El estudio de mutaciones en pacientes Gaucher ha revelado la existencia de cuatro 
mutaciones de mayor frecuencia en el gen GBA que dan cuenta del 95% de las 
mutaciones en la población judía Ashkenazi y del 75% en la población general. Esas 
mutaciones son: c.1226A>G(N370S), c.1448T>C (L444P), c.84_85dupG (84GG) y 
c.115+1G>A (IVS2+1), que se encuentran en los exones 9, 10, 2 y 2, respectivamente 
(Balwani et al., 2011; Horowitz et al., 1993). Para encarar el estudio genético se procede 
en primera instancia a la búsqueda de esas cuatro mutaciones frecuentes, sobre todo si 
los pacientes pertenecen a dicha etnia. Ante la ausencia de esas mutaciones, se debe 
proseguir con la secuenciación completa del gen, que contiene 11 exones, para 
encontrar los dos alelos mutados.  
 
Clínica 
 
La sospecha de EG puede basarse en la presencia de visceromegalias no atribuibles a 
otras causas, presencia de anemia y/o trombocitopenia, dolores óseos, osteopenia, 
osteoporosis, fracturas, presencia de células de Gaucher en biopsias de hígado, ganglio 
y médula ósea y/o alteraciones neurológicas, cardíacas, apraxia óculomotora. Sin 
embargo, la presencia de células de Gaucher en biopsias no es suficiente para el 
diagnóstico, ya que células con morfología similar pueden evidenciarse debido a otras 
condiciones hematológicas por lo que se las denomina “seudo Gaucher”. Por otro lado, 
la ausencia de células de Gaucher en biopsias no descarta la posibilidad de que el 
paciente tenga la enfermedad, por lo que el diagnóstico confirmatorio se realiza 
mediante determinación de la actividad de la enzima GCasa en leucocitos o fibroblastos 
de pacientes (Raghavan et al., 1980). 
 
Biomarcadores 
 
Para el seguimiento clínico de la enfermedad se utilizan biomarcadores plasmáticos, 
los cuales se encuentran aumentados en pacientes con EG y presentan cierta correlación 
con la severidad de los signos clínicos.  
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Quitotriosidasa 
 
La quitotriosidasa es una enzima secretada por macrófagos activados y la 
determinación de su actividad está catalogada como biomarcador clásico, ya que su 
actividad en plasma está marcadamente incrementada en los pacientes con EG. Sus 
valores pueden ser correlacionados con la evolución de la enfermedad y con la respuesta 
al tratamiento. El incremento de quitotriosidasa puede ser hasta 600 veces mayor con 
respecto a la media control. Sin embargo, existe una limitación para su aplicación como 
biomarcador ya que el 6-10% de la población general padece de una duplicación de 24 
pares de bases (c.1049_1072dup24) en el exón 10 del gen CHIT1 (MIM 600031) que 
está asociado a una deficiencia en esta enzima. De esta manera, no se puede utilizar a la 
quitotriosidasa como biomarcador en personas homocigotas para esta mutación 
(Drelichman et al., 2013).  
 
Quemoquina CCL18/PARC 
 
La Quemoquina CCL18/PARC es producida y secretada en grandes cantidades por 
las células de Gaucher. Se encuentra aumentada entre 10 y 40 veces en el suero de 
pacientes y sus niveles poseen una buena correlación con la severidad de la enfermedad 
(Aerts et al., 2005). La medida de los niveles de esta quemoquina mediante la técnica de 
ELISA es útil para monitorear la enfermedad, sobre todo en pacientes que no poseen 
actividad quitotriosidasa debido a mutaciones en la misma. 
 
Glucosilesfingosina 
   
La glucosilesfingosina se encuentra aumentada 200 veces por encima de los valores 
normales en pacientes Gaucher tipo 1 y sería específico para esta enfermedad ya que no 
se han observado cambios en plasma en ninguna otra condición. También se ha 
observado que los niveles en plasma de glucosilesfingosina correlacionan directamente 
con la hepatomegalia que presentan los pacientes y con la deficiencia en GCasa. Sin 
embargo, los mismos difieren si el paciente es homocigota o heterocigota para una 
mutación específica de la enzima defectuosa, siendo mayor para la combinación 
heterocigota N370S/L444P. Con respecto a las alteraciones óseas, no se encontró clara 
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evidencia de que las cantidades de este lípido en plasma se correlacionen (Dekker et al., 
2015). 
En la mayoría de los pacientes Gaucher, la glucosilesfingosina en plasma tiende a 
disminuir con los años de tratamiento (Murugesan et al., 2016). 
 
Glicoproteína no-metastásica B (GPNMB) 
 
Los marcadores antes mencionados son de utilidad para el seguimiento de la EG de 
tipo 1, pero hasta el presente no hay marcadores específicos para la EG de tipo 2 y 3 
(Aerts et al., 2005; Gary et al., 2018). Hay quienes proponen como biomarcador a la 
glicoproteína no-metastásica B (GPNMB) para los tipos 2 y 3, ya que observaron una 
correlación directa con la gravedad de los síntomas (Zigdon et al., 2015). Dichos 
estudios se hicieron en necropsias de cerebros de pacientes que habían sido 
diagnosticados con enfermedad de Gaucher y con muestras de fluido espinal. Los 
estudios de cromatografía líquida y espectroscopía de masa en tandem, mostraron que 
los niveles de quitotriosidasa-1 (CHIT1) y de GPNMB estaban significativamente 
elevados (Zigdon et al., 2015). Los resultados obtenidos son alentadores, sin embargo la 
toma de muestras es bastante invasiva, por lo que se está estudiando partir de muestras 
de sangre. Una posibilidad podría ser la medición de la expresión de GPNMB (mRNA) 
en las PBMCs del paciente teniendo en cuenta que la GPNMB es expresada en 
melanocitos, osteoclastos, macrófagos, neuronas y astrocitos (Ripoll et al., 2007; 
Tanaka et al., 2012).  
 
Enfermedad de Gaucher neuropática 
 
Las enfermedades de Gaucher del tipo Neuropáticas (tipos 2 y 3) son menos 
frecuentes, aparecen a edad más temprana y se caracterizan por presentar 
manifestaciones neurológicas. La EG tipo 2 constituye la minoría de los casos con una 
frecuencia estimada de 1/500.000 nacimientos vivos; mientras que la EG tipo 3 afecta a 
menos de 1/100.000 personas (Aviner et al., 2009; Martins et al., 2009). 
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La forma aguda de la enfermedad neurológica, EG tipo 2 (OMIM 230900), es un 
trastorno muy raro que puede causar la muerte antes de los tres años de vida. Los signos 
clínicos incluyen una grave afectación neurológica del tronco encefálico, hidropesía 
fetal, ictiosis, alteraciones oculares como estrabismo y apraxia oculomotora, retraso en 
el desarrollo, disfagia y problemas respiratorios (Kang et al., 2018).  
Menos del 10% de los pacientes con la EG desarrolla la llamada forma neuropática 
crónica, o EG tipo 3 (OMIM 231000), sus características clínicas son apraxia 
oculomotora, epilepsia mioclónica y sordera nerviosa. Además presentan una 
participación sistémica variable y, a veces, en los pulmones se observa una prominente 
infiltración alveolar (Drelichman et al., 2013). También se ha detectado que estos 
pacientes sufren manifestaciones esqueléticas que incluyen dolor óseo severo, 
osteopenia, crisis óseas agudas y fracturas (Schwartz et al., 2018). 
 
 
Enfermedad de Gaucher no neuropática 
 
La forma crónica no neuropática o EG tipo 1 (OMIM # 230800) es la más frecuente 
de los tres tipos, representando aproximadamente un 90% de los casos (Sawkar et al., 
2006). Su incidencia es de aproximadamente 1 individuo cada 850-1.000 dentro de la 
población de judíos Ashkenazi, y de hasta 2 individuos cada 100.000 en el resto de la 
población (“US National Library of Medicine, Genetics Home Reference - NIH,” 2018; 
Zimran et al., 2018). El inicio de los síntomas puede ocurrir a cualquier edad y aunque 
se desconocen las causas exactas, la epigenética y las regulaciones a nivel de microRNA 
podrían ser de relevancia (Hassan et al., 2017). Las manifestaciones clínicas de esta 
enfermedad son principalmente hematológicas, viscerales y óseas. Sin embargo, en los 
últimos años se ha demostrado que algunos pacientes desarrollan una enfermedad 
extrapiramidal parecida al parkinsonismo, cuyas bases no se comprenden 
completamente (Chérin et al., 2010; E. Sidransky et al., 2009). Se conoce que 
mutaciones en el gen GBA, aún en personas heterocigotas, son los determinantes 
genéticos de mayor prevalencia para la enfermedad de Parkinson (Sidransky et al., 
2009). 
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Los pacientes con EG tipo 1 presentan alteraciones hematológicas debidas al 
compromiso de la medula ósea, caracterizadas por anemia y trombopenia. Por otro lado, 
también sufren de hepatoesplenomegalia (donde el hígado y bazo están infiltrados con 
macrófagos activados en los sinusoides esplénicos y reemplazando a las células de 
Kupffer en el hígado). La alteración esplénica provoca un mayor secuestro de células 
sanguíneas contribuyendo a la anemia y trombopenia (Grabowski, 2006). En casos poco 
frecuentes también se puede encontrar infiltración pulmonar severa y una calcificación 
de válvula cardíaca (Sirrs et al., 2002). 
La patología esquelética es variable, progresiva y no se resuelve espontáneamente. El 
dolor óseo agudo o crónico es común en los pacientes. La deformidad radiológica en 
forma de “frasco de Erlenmeyer” es característica pero no determinante y se debe a una 
alteración en el remodelamiento de la metáfisis del fémur distal. El esqueleto sufre 
tumefacción, osteólisis, osteopenia, desmineralización generalizada, infartos medulares, 
expansión medular, adelgazamiento óseo cortical y osteoporosis con riesgo aumentado 
de fracturas. Los pacientes pueden tener osteosclerosis, como resultado del 
remodelamiento aberrante de un infarto óseo con deposición de calcio. La osteonecrosis 
o necrosis avascular (muerte ósea), se cree que es secundaria a la isquemia por infarto 
crónico, y se observa generalmente en la cabeza femoral, humero proximal, rodilla y 
cuerpos vertebrales, alterando la función de las grandes articulaciones de la cadera, 
hombros y rodillas. El conjunto de manifestaciones óseas es la complicación más grave 
y se asocia a discapacidad y a una reducida calidad de vida. Si bien el daño óseo es una 
característica común de la EG, involucra mecanismos complejos por lo que las bases 
fisiopatológicas de las complicaciones óseas aún no se conocen completamente (Cox et 
al., 2012). En las descripciones clásicas de la fisiopatogenia de la enfermedad, las 
células de Gaucher eran la clave de la explicación. Sin embargo, actualmente se asume 
que la simple presencia de material de depósito dentro de las células no constituye la 
base para explicar las alteraciones observadas.  
La Terapia de Reemplazo Enzimático y la Terapia de Reducción de Sustrato logran 
disminuir el número de macrófagos que infiltran la medula ósea y el hígado, revierten 
las citopenias (anemia y trombopenia), reducen la aparición de episodios de 
osteonecrosis y mejoran la mineralización ósea (Pastores et al., 2007; Sims et al., 2008; 
Weinreb et al., 2002). A pesar de las mejoras, las manifestaciones relacionadas a la 
injuria ósea no son totalmente eliminadas, manteniéndose las crisis de dolor óseo en 
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aproximadamente un 40% de los pacientes (Oliveri et al., 2019; K. B. Sims et al., 2008) 
En la actualidad, luego de 2 décadas de experiencia con Terapia de Reemplazo 
Enzimático, los especialistas ya no ven a la EG como un desorden caracterizado por 
citopenias y visceromegalias sino como una patología principalmente esquelética con 
defectos en la estructura y metabolismo óseo (Deegan et al., 2011). 
 
Fisiología y fisiopatología ósea 
 
Fisiología 
 
El hueso es un tipo de tejido conectivo especializado que provee un sistema de 
soporte estructural a todos los vertebrados superiores, permitiendo la locomoción y 
protección de órganos vitales, y también tiene una función central tanto en el 
mantenimiento de la homeostasis de calcio como en el reservorio de factores de 
crecimiento y citoquinas.  
Los huesos largos, que son los más afectados en la enfermedad de Gaucher, están 
formados por hueso cortical y hueso trabecular. El hueso cortical forma una envoltura 
densa alrededor de la cavidad de la médula y consta de sistemas de Havers. Éstos son 
estructuras de láminas concéntricas de tejido óseo que rodean un canal central que 
contiene vasos sanguíneos. En cambio, el hueso trabecular o esponjoso tiene una 
densidad más baja y consiste en una malla interconectada de trabéculas óseas separadas 
por espacios que contienen médula ósea (Fig. III) (Ralston, 2013) 
 
Fig. III Estructura ósea. Esquema del hueso 
trabecular y hueso cortical con su sistema 
Harvesiano (Ralston, 2013)  
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El hueso se encuentra formado por un 50-70% de matriz mineral, compuesta en su 
mayoría por hidroxiapatita en forma de cristales [Ca10(PO4)6(OH)2] y pequeñas 
cantidades de carbonato, magnesio y fosfato ácido. El 20-40% se compone de matriz 
orgánica llamada osteoide que contiene un 90% de proteínas colágenas, en su mayoría 
colágeno tipo I, con trazas de colágeno tipo III y V. Un 10% está compuesto por 
proteoglicanos, glicoproteínas, proteínas con grupos γ-carboxiglutámicos, citoquinas y 
proteínas morfogenéticas óseas. El resto de los componentes del hueso se divide entre 
un 5-10% de agua y aproximadamente un 3% de lípidos (Clarke, 2008). 
En condiciones normales, el hueso se encuentra en un estado de continuo 
remodelamiento, proceso que permite mantener la salud ósea al reparar lesiones 
derivadas de la fatiga crónica y requerimientos físicos. Para que se pueda llevar a cabo, 
es necesaria la participación de dos tipos celulares: los osteoclastos y los osteoblastos; 
también hay que tener en cuenta la interacción de los otros tipos celulares presentes en 
el sistema óseo y que pueden influir en este proceso: los osteocitos y las células 
adiposas de la médula ósea. 
 
Osteoclastos 
 
Los osteoclastos son células multinucleadas (de tres o más núcleos) que se forman a 
partir de la fusión de precursores del linaje monocito/macrófago en un proceso 
denominado osteoclastogénesis y son los responsables de la resorción de la matriz ósea 
(Teitelbaum, 2000). Para que este proceso ocurra, es necesaria la presencia de dos 
factores clave: el factor estimulante de colonias macrofágicas (M-CSF), generado por 
los osteoblastos; y el ligando del receptor activado del factor nuclear κB (RANKL), 
generado por osteoblastos y osteocitos (Hodge et al., 2007), cuyo receptor se encuentra 
en los precursores de los osteoclastos. El M-CSF se une a su receptor c-fms 
promoviendo la sobrevida y proliferación de estas células (Feng et al., 2013; Rosenfeld 
et al., 2015), mientras que el RANKL se une a su receptor RANK de membrana 
activando la fusión y diferenciación de los precursores hacia un osteoclasto maduro por 
la activación de la vía que involucra al factor nuclear de transcripción kappa-B (NF-κB) 
(Capulli et al., 2014). Por otro lado, la actividad biológica del eje RANK-RANKL se 
encuentra regulada por un inhibidor natural osteoprotegerina (OPG) que es secretado 
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principalmente por los osteoblastos y que actúa como un receptor soluble señuelo de 
RANKL inhibiendo su unión a su receptor RANK (Liu et al., 2015). 
Tras la fijación de los osteoclastos al hueso, se observan pequeños puntos de F-actina 
llamados podosomas. Al comienzo del proceso, los mismos se encuentran separados y 
desorganizados, pero luego se reorganizan en anillos pequeños para formar una zona de 
sellado formado por podosomas. En el paso siguiente, el osteoclasto diferenciado forma 
una membrana ondulada por la cual va a acidificar el microambiente extracelular por 
medio de una bomba de protones que alcanzará un pH aproximado de 4,5. En este 
contexto, el medio ácido moviliza la fase mineral del hueso y proporciona un entorno 
óptimo para la resorción de la matriz orgánica por la catepsina K (Bellido et al., 2014). 
 
Osteoblastos 
 
Los osteoblastos son las células responsables de la formación del hueso y se originan 
a partir de células mesenquimales residentes en la médula ósea, diferenciándose primero 
a pre-osteoblastos y luego a osteoblastos maduros dependiendo de la activación 
específica de factores de transcripción inducidos por las proteínas morfogenéticas y del 
desarrollo (Bellido et al., 2014). RUNX2 se considera como el factor de transcripción de 
osteoblastos maestro esencial para el desarrollo óseo ya que regula muchos genes que 
determinan el fenotipo de los osteoblastos (Ducy et al., 1997; Komori et al., 1997; Stein 
et al., 2004). El crecimiento y diferenciación de osteoblastos se puede dividir en tres 
etapas: una vez que se induce la expresión de Runx2 y ColA1 en los progenitores de 
osteoblastos comienza la etapa de proliferación durante la cual los progenitores 
adquieren actividad fosfatasa alcalina, conviertiéndose en pre-osteoblastos. Éstos 
experimentan cambios morfológicos, transformándose en células cuboidales grandes. 
Luego, sigue la etapa de maduración de osteoblastos que se caracteriza por una mayor 
expresión de las proteínas de la matriz ósea como la Osteocalcina, BSP I y II y colágeno 
tipo I para obtener osteoblastos maduros. Estas células quedarán atrapadas en el 
osteoide recién depuesto donde se producirá la mineralización de esta matriz que se 
evidencia por la deposición de calcio en forma de cristales de hidroxiapatita que 
provienen de vesículas secretadas desde la superficie de los osteoblastos (Anderson, 
2003; Capulli et al., 2014; Setzer et al., 2009). Luego de cumplir su función, los 
osteoblastos pueden tener distintos destinos: morir por apoptosis, quedar embebidos en 
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la matriz ósea para diferenciarse a osteocitos o transformarse en células de 
revestimiento o lining-cells en la superficie del hueso (Bellido et al., 2014; Capulli et 
al., 2014). 
Recientemente se ha demostrado que los osteoblastos expresan una proteína de 
secreción llamada semaforina 3A (Sem3A) (Li et al., 2017) perteneciente a la familia de 
semaforinas (Behar et al., 1996), las cuales se identificaron originalmente como 
moléculas que controlan la ruta del axón durante el desarrollo del sistema nervioso 
(Kolodkin et al., 1993). La Sem3A puede actuar autócrina o parácrinamente uniéndose a 
su receptor neuropilin 1 (Nrp1) expresado tanto en osteoblastos como en los precursores 
de osteoclastos, por lo que es capaz de estimular la formación ósea mientras inhibe la 
resorción (Li et al., 2017). En la actualidad, las semaforinas están siendo estudiadas 
como drogas terapéuticas para ciertas enfermedades (Worzfeld et al., 2014); más 
específicamente, el uso de Sem3A recombinante se está empleando para la terapia del 
cáncer (Maione et al., 2009), dolor neuropático  (Hayashi et al., 2011) y osteoporosis 
(Hayashi et al., 2012). 
Se ha demostrado que los osteoblastos, además de ser capaces de generar hueso, 
también pueden afectar la formación, diferenciación y apoptosis de osteoclastos a través 
de varias vías como OPG/RANKL/RANK, RANKL/LGR4/RANK, Ephrin2/ephB4, y 
Fas/FasL (Chen et al., 2018). Además, se ha descripto que los osteoblastos liberan 
microvesículas al medio extracelular y que, junto con exosomas y cuerpos apoptóticos, 
desempeñan un papel importante en la comunicación celular durante el crecimiento y la 
homeostasis ósea porque transportan moléculas bioactivas a las células vecinas (Yuan et 
al., 2018). Dichas microvesículas son capaces de estimular la actividad de los 
osteoclastos a través del eje RANKL-RANK (Deng et al., 2015), por lo que la 
desregulación de este proceso podría contribuir a una mayor resorción ósea. Por otro 
lado, los osteoblastos también secretan Sem3A, la cual inhibe la diferenciación de 
osteoclastos inducida por la vía RANKL (Yamashita et al., 2013). 
 
Osteocitos 
 
Los osteocitos representan el mayor número de células en el hueso cubriendo un 90-
95% de la masa total y son uno de los tipos celulares más longevos del cuerpo, 
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perdurando incluso durante décadas. Tienen una forma característica estrellada 
caracterizada por prolongaciones que surgen del citoplasma y que se extienden a lo 
largo de pequeños canales situados en la matriz mineralizada del hueso, formando un 
laberinto de conductos llamado sistema lácuno-canalicular. Entre las funciones de los 
osteocitos se incluyen: la regulación de la remodelación ósea mediante la interacción 
con osteoblastos y osteoclastos; la regulación en la homeostasis del fosfato y calcio; el 
censado de estímulos mecánicos que coordinan la respuesta del esqueleto a la carga o 
descarga; y la función como células endócrinas (Bonewald, 2017).  
Los osteocitos se forman a partir de los osteoblastos cuando éstos se diferencian y 
embeben dentro de la matriz ósea. Esto presenta desafíos importantes con respecto a la 
comunicación con otras células y el acceso a suficientes nutrientes y oxígeno. Para ello, 
los osteocitos y su sistema lácuno-canalicular están adaptados para desarrollar sus 
funciones dentro de esta matriz mineralizada. El cuerpo del osteocito está dispuesto 
dentro de una laguna de 15-20 μm de diámetro, y los procesos celulares pasan a través 
de la matriz ósea a través de canales estrechos llamados canalículos de 
aproximadamente 250-300 nm de diámetro. Numerosos procesos dendríticos conectan a 
los osteocitos entre sí, con los osteoblastos, los osteoclastos  y las células que recubren 
los huesos (Lanyon, 1993; Tanaka-Kamioka et al., 2009). Esta morfología característica 
permite el paso de nutrientes y señales bioquímicas de un osteocito a otro formando una 
red funcional (Dallas et al., 2013). El intercambio de pequeñas moléculas es posible a 
través de uniones estrechas presentes en las dendritas de los osteocitos. La proteína más 
abundante en las uniones estrechas óseas es la Conexina-43 (Cx43), que forma los 
canales transmembrana que conectan el citoplasma de las células adyacentes y permiten 
el paso de moléculas menores a 1 KDa (Lampe et al., 2000; Plotkin, 2014b). 
Considerando la complejidad de la regulación de la remodelación ósea, es notable 
que se necesiten varios métodos de comunicación entre las células óseas para su 
coordinación. Muchos tipos de células, incluyendo a los osteocitos, pueden secretar 
vesículas extracelulares que son estructuras de membrana complejas que contienen entre 
otras cosas: proteínas, ARN mensajeros, microARN y ARN circular. Estas vesículas se 
pueden dividir en dos clases principales: exosomas y microvesículas. Los exosomas 
varían entre 30 y 100 nm de diámetro) y las microvesículas (de 100 a 1000 nm de 
diámetro). Además de estas dos clases principales, existen vesículas denominadas 
cuerpos apoptóticos que poseen un diámetro entre 800 y 5000 nm que se desprenden 
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durante el proceso apoptótico y que rara vez participan en comunicaciones 
intercelulares, pero son eliminados por fagocitosis inmediatamente después de su 
liberación (Tao et al., 2018). Sin embargo, hay evidencias que demuestran que los 
cuerpos apoptóticos provenientes de los osteocitos son capaces de inducir la resorción 
ósea in vivo y de generar un aumento en el número de osteoclastos in vitro. Estos 
hechos apuntan a un mecanismo por el cual los osteocitos apoptóticos podrían promover 
la resorción ósea (Kogianni et al., 2008). 
 
Adipocitos 
 
El tejido adiposo de la médula ósea es un componente metabólicamente distinto de 
otros subtipos de tejido adiposo. El mismo es un componente conservado del 
microambiente de la médula ósea que estabiliza esta estructura y proporciona una fuente 
de energía. Además, se ha descripto que tanto la cantidad como la calidad de este tejido 
son relevantes para preservar las relaciones funcionales entre la producción de tejido 
adiposo medular, hueso y células sanguíneas (Pino et al., 2017).  
Los adipocitos de la médula ósea derivan de células mesenquimales y son más 
pequeños que sus contrapartes subcutáneas y viscerales. Como todos los adipocitos, su 
función principal es almacenar energía, pero también son responsables de secretar una 
serie de moléculas de señalización conocidas como adipoquinas. Estas adipoquinas 
funcionan como hormonas circulantes para comunicarse con otros órganos como el 
cerebro, el hígado, los músculos, el sistema inmunitario y el propio tejido adiposo 
(Morris et al., 2018). Además de adipoquinas, los adipocitos de la médula ósea también 
secretan varias citoquinas como IL-6, IL-1β y TNF-α (Miggitsch et al., 2019; Schäffler 
et al., 2010).  
La diferenciación de las células mesenquimales de médula ósea en adipocitos es un 
proceso complejo que involucra varios pasos de activación seriada de distintos genes. 
La expresión de factores de transcripción como el receptor γ activado por el proliferador 
de peroxisoma (PPAR-γ) y de la familia de proteínas de unión potenciadora de CCAAT 
(C/EBP) son claves para este proceso.  En principio, la expresión de PPAR-γ es 
inducida por la coexpresión de C/EBP-β y C/EBP-δ. Luego, la activación de PPAR-γ en 
conjunto con C/EBP-α conducirá a la diferenciación de los pre-adipocitos a adipocitos 
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maduros (Gregoire et al., 1998; Ntambi et al., 2000). Algunos de los genes activados 
por PPAR-γ son: la ácido graso sintasa, la lipoproteína lipasa, CD36 y la proteína de 
unión a ácidos grasos 4 (FABP4) (Rosen et al., 2009); mientras que C/EBP-α fomenta la 
activación del transportador de glucosa 4 (GLUT-4), leptina y el receptor de insulina 
entre otros (Gregoire et al., 1998). 
 
Fisiopatología ósea de la Enfermedad de Gaucher 
 
Las distintas enfermedades óseas pueden ser originadas por factores genéticos, 
metabólicos u hormonales. La alteración en las funciones de las células óseas puede 
llevar a un estado de formación o de resorción anormales del hueso que ocasionen 
trastornos caracterizados por una microestructura ósea debilitada, aumentando la 
fragilidad del hueso (Su et al., 2019). En particular, en la enfermedad de Gaucher las 
manifestaciones esqueléticas son frecuentes en todas las edades y entre ellas podemos 
nombrar: 1) anormalidades en el modelamiento y remodelamiento, resultando en 
cambios en el desarrollo y pérdida de la matriz ósea (osteopenia / osteoporosis), 
adelgazamiento cortical, lesiones líticas y fracturas y 2) osteonecrosis y fenómenos 
relacionados como infartos medulares, osteosclerosis, infartos corticales, daño en las 
articulaciones y deformidades (Hughes et al., 2019). Hay reportes y estudios previos de 
nuestro grupo que muestran que los niveles de osteoclastos obtenidos en cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes Gaucher están 
incrementados (Bondar et al., 2017; Reed et al., 2013) y que correlacionan con la baja 
densidad ósea registrada en la clínica (Bondar et al., 2017). Por otro lado, un modelo 
murino de la EG mostró deficiencias en la actividad de formación ósea por parte de los 
osteoblastos causada por la acumulación de glucosilceramida (GL1) y 
glucosilesfingosina (Lyso-GL1) (Mistry et al., 2010). 
Cómo se ha mencionado, la deficiencia en la actividad de la GCasa en la EG lleva a 
la acumulación de glucocerebrósidos en el lisosoma, principalmente glucosilceramida y 
glucosilesfingosina (Mirzaian et al., 2015; Nilsson et al., 1985). Los glucocerebrósidos 
se encuentran dentro de la familia de esfingolípidos, y se ha demostrado que los 
esfingolípidos bioactivos inducen una cascada de cambios que afectan la vascularidad 
del hueso, la presión intramedular, el entorno inmune, la hematopoyesis y la función de 
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las células que residen en el hueso perturbando el crecimiento esquelético (Mikosch et 
al., 2010) y el modelamiento y remodelamiento óseo (Reed et al., 2018). También se ha 
demostrado la acumulación de otros esfingolípidos en otras estructuras celulares además 
del lisosoma, como ser las balsas lipídicas (Hein et al., 2008).  
El estado proinflamatorio de la EG es otra característica de esta enfermedad. El 
estudio del estado proinflamatorio en pacientes se ha centrado principalmente en el 
análisis de los niveles de citoquinas en suero, y aunque existe una gran variación entre 
los pacientes, los niveles más altos se encontraron para la IL-1, receptor soluble de IL-2, 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF, TGF, M-CSF y la quemoquina CCL18, que son 
liberados principalmente por macrófagos, monocitos y células dendríticas (Allen et al.,  
1997; Hollak et al., 1997; Rigante et al., 2017).  Las citoquinas proinflamatorias TNF-α, 
IL-1β e IL-6 han sido implicadas en la progresión de enfermedades inflamatorias 
crónicas del hueso con un aumento en la resorción ósea (Takayanagi, 2007). Mucci et 
al. han desarrollado un modelo in vitro de la EG donde las PBMCs de individuos sanos 
se tratan con CBE, un inhibidor de la GCasa. Los resultados obtenidos por este modelo 
muestran que dichas PBMCs secretan TNF-α e inducen un aumento en la diferenciación 
de precursores de osteoclastos a osteoclastos maduros y activos (Mucci et al., 2012). 
Utilizando el mismo modelo, también se ha demostrado un aumento de la producción de 
citoquinas inflamatorias por monocitos y células T; además de un aumento en los 
niveles de precursores de osteoclastos y una mayor expresión de RANKL en la 
superficie de las células T (Mucci et al., 2015). El análisis de la población de linfocitos 
T en PBMCs de pacientes Gaucher ha demostrado que el número de linfocitos CD4+ y 
CD8+ disminuye en pacientes que presentan problemas óseos y dicha disminución, al 
menos para CD8+, fue correlacionada con los niveles más altos de actividad de fosfatasa 
ácida resistente a tartrato (TRAP), es decir a un mayor número de osteoclastos (Lacerda 
et al., 1999). 
Otra citoquina involucrada en la inflamación aguda es la citoquina IL-1 y es 
producida por múltiples células incluyendo macrófagos, linfocitos, y células 
mesenquimales. Se ha demostrado que dicha citoquina ejerce potentes efectos sobre el 
tejido óseo mediante el aumento de la resorción ósea in vitro e in vivo y prolongando la 
vida de los osteoclastos (Nakamura et al., 2006). El estudio de los macrófagos derivados 
de pacientes con EG ha demostrado que éstos aumentan la secreción de IL-1β después 
de la activación del inflamasoma (Aflaki et al., 2016). Sumado al efecto de las 
 Introducción 
[33] 
 
citoquinas proinflamatorias sobre la osteoclastogénesis, se ha demostrado que las 
citoquinas TNF-α e IL-1β también tienen un impacto en la formación del hueso, ya que 
son capaces de inhibir la diferenciación de osteoblastos con la consecuente reducción de 
hueso mediante la inhibición de la deposición de matriz orgánica y mineral (Ginaldi et 
al., 2016; Kotake et al., 2014).  
Aunque la terapia de reemplazo enzimático logra disminuir los problemas óseos 
observados en los pacientes, un alto porcentaje de los mismos mantiene parte de las 
manifestaciones, principalmente las crisis de dolor óseo (Sims et al., 2008). En un 
modelo Gaucher de osteoblastos se ha demostrado que la enzima recombinante GCasa 
es capaz de ingresar a las células (Lamghari et al., 2005), por lo que la falta de respuesta 
a la terapia en los pacientes Gaucher podría ser consecuencia de la inaccesibilidad de la 
enzima recombinante al hueso. Comparado con otros órganos como el corazón, el 
hígado o el riñón, el hueso está menos vascularizado por lo que los medicamentos 
utilizados para tratar patologías óseas son menos efectivos debido a una baja 
disponibilidad en el sitio diana (Lin, 1996). Además de esta característica ósea, hay que 
tener en cuenta que la enzima recombinante tiene una vida media corta en circulación 
(Abbas et al., 2015; Van Patten et al., 2007). Por lo tanto, no sólo podrían ser útiles las 
terapias que incrementen la accesibilidad de la enzima al hueso, sino que también se 
deben estudiar terapias alternativas que puedan ser administradas como coadyuvantes 
para mejorar la función ósea en estos pacientes. 
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Teniendo en cuenta los reportes clínicos que documentan una persistencia en las 
manifestaciones a nivel óseo de pacientes Gaucher aún bajo la Terapia de Reemplazo 
Enzimático, proponemos como hipótesis central de este trabajo que el daño óseo en la 
Enfermedad de Gaucher es causado, en parte, por un estado proinflamatorio originado 
por la acumulación de lípidos en los lisosomas que no puede ser revertida por la falta de 
llegada de la enzima recombinante al hueso. Este estado metabólico provocaría un 
desbalance en el sistema óseo alterando su funcionalidad y composición a nivel celular 
a través de diversos mecanismos como: el aumento de la resorción ósea, disminución de 
la formación ósea y/o cambios en la diferenciación de las células madre mesenquimales 
(MSCs) residentes en la médula ósea. 
El objetivo general de este trabajo es investigar los mecanismos fisiopatológicos 
involucrados en el desbalance del sistema óseo presente en pacientes con enfermedad de 
Gaucher y la búsqueda de potenciales blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevos 
tratamientos. 
 
Para ello se proponen los siguientes objetivos específicos: 
 
- Evaluar la función de osteocitos y osteoblastos in vitro empleando modelos 
celulares murinos con un inhibidor químico de la enzima GCasa. 
 
- Evaluar el proceso de diferenciación celular de MSCs hacia osteoblastos y 
adipocitos en un modelo in vitro y determinar su destino celular. 
 
- Evaluar la modulación del proceso de osteoclastogénesis mediado por las células de 
dichos modelos. 
 
- Estudiar el efecto del tratamiento con Velaglucerasa alfa y Semaforina 3A en el 
proceso de diferenciación de las MSCs a osteoblastos. 
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Ratones 
 
Se utilizaron ratones de la cepa salvaje C57Bl/6 (WT) de 8 semanas de edad con el fin 
de obtener precursores de médula ósea para los ensayos de osteoclastogénesis indirecta 
descripta más adelante. Los ratones se mantuvieron en un bioterio acondicionado en 
base a sus necesidades, con agua y alimento ad libitum. El sacrificio de los mismos se 
realizó mediante dislocación cervical. 
 
Líneas celulares 
 
• MC3T3-E1: Pre-osteoblastos de origen murino. 
• MLO-Y4: Osteocitos de origen murino. 
• Células Madre Mesenquimales de origen humano (MSCs). Estas células fueron 
provistas por el Dr. Feldman (Universidad de Maryland, USA) quien ha 
demostrado que pueden recapitular las características patológicas de la enfermedad 
de Gaucher (Panicker et al., 2012). El procedimiento para su generación fue la 
obtención por única vez de fibroblastos provenientes de pacientes sanos y con 
enfermedad de Gaucher. Dichos fibroblastos se desdiferenciaron a Células Madre 
Pluripotenciales inducidas (iPSCs), y en este estadío se reprogramaron para 
diferenciarse a MSCs y establecer la línea celular. En este trabajo se utilizaron las 
líneas: MSC Control y MSC Tipo III (L444P/L444P). 
 
 
Cultivos de las líneas celulares 
 
Mantenimiento con medios completos 
 
MLO-Y4: Medio α-MEM (Invitrogen) suplementado con 5% de suero fetal bovino 
(SFB) (Internegocios SA), 5% de suero bovino de ternero (Gibco), 100 U/ml de 
penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina a 37° C en atmósfera de CO2 5%. Para el 
cultivo también es necesario que las placas/botellas estén cubiertas con colágeno 
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tipo I (0,15 mg/ml ácido acético 1%) (Gibco). El recubrimiento se realiza por 
incubación de la solución de colágeno en la superficie a tratar por 24hs a 37° C. 
 
MC3T3-E1: Medio α-MEM (Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal 
bovino (SFB) (Internegocios SA), 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de 
estreptomicina a 37° C en atmósfera de CO2 5%. 
 
MSCs: Medio DMEM-GlutaMAXTM (GIBCO) suplementado con 20% de suero 
fetal bovino (SFB) (GIBCO), 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de 
estreptomicina a 37° C en atmósfera de CO2 5%. 
 
Diferenciación 
 
Osteoblastos 
 
La diferenciación a osteoblastos a partir de las MC3T3-E1 se realiza sobre las 
células adheridas mediante el reemplazo del medio de cultivo por el medio de 
diferenciación a osteoblastos. Este medio está compuesto por: el medio completo 
suplementado con dexametasona 0,01µM, glicerofosfato de sodio 0,23 mg/ml y L-
ascorbato 0,6 mg/ml (Sigma-Aldrich) (Yan et al., 2014). 
 
La diferenciación a osteoblastos a partir de las MSCs se realiza reemplazando  el 
medio completo por un medio osteogénico 0,5x (Día 1 de diferenciación) y al día 
siguiente, se cambia el medio osteogénico 0,5x por uno 1x. El medio osteogénico 
está compuesto por el medio completo suplementado con glicerofosfato de sodio 
10mM, dexametasona 0,1µM y L-ascorbato 50µM (Sigma-Aldrich) (Panicker et 
al., 2018). 
 
Adipocitos 
 
Para la diferenciación a adipocitos a partir de las MSCs se esperó a que las mismas 
llegaran a confluencia y luego se cultivaron con medio completo suplementado con 
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3-isobutiril-1-metilxantina (IBMX) 500µM, dexametasona  0,01µM, indometacina 
50µM (Sigma-Aldrich) e insulina10µg/ml (Densulin® R) (Scott et al., 2011).  
 
Preparación de sobrenadantes condicionados 
 
Las células de la línea MLO-Y4 se distribuyeron a razón de 40.000 células/pocillo en 
placas de 24 pocillos, al igual que las células de la línea MC3T3-E1. Esta última se 
diferenció a osteoblastos en medio osteogénico como se describió previamente. Ambas 
líneas se cultivaron en presencia o ausencia de 500 µM CBE (Sigma) durante 7, 14 y 21 
días. El CBE es un inhibidor específico de la enzima GCasa el cual se une 
irreversiblemente al sitio catalítico de la misma inhibiendo su actividad. El sobrenadante 
de cultivo condicionado se recolectó a las 72 hs a partir del último cambio de medio 
eliminando restos celulares por centrifugación. 
Las células MSCs control y Gaucher también se diferenciaron a osteoblastos. En este 
caso se plaquearon 40.000 células/pocillo en placa de 24 pocillos (o el proporcional de 
células/botella según el volumen de sobrenadante necesitado) y se mantuvieron en 
cultivo por 7 y 14 días. El sobrenadante de cultivo condicionado se recolectó a las 72 hs 
a partir del último cambio de medio eliminando restos celulares por centrifugación.  
Los sobrenadantes condicionados de las MSCs se obtuvieron por cultivo de las 
mismas (320.000 células) en botellas de 25 cm2. El sobrenadante de cultivo 
condicionado se recolectó a las 72 hs a partir del último cambio de medio eliminando 
restos celulares por centrifugación.   
 
Aislamiento de vesículas/cuerpos apoptóticos a partir de 
sobrenadantes condicionados 
 
Las células se distribuyeron en botellas de 75 cm2 (con /sin CBE) y se dejaron llegar 
a confluencia. Una vez alcanzado este estado se cambió el medio y el mismo se 
recolectó a las 72 hs. 
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Los cuerpos apoptóticos y los sobrenadantes fueron obtenidos en dos pasos de 
centrifugación modificados de Kogianni et al. (Kogianni et al., 2008). En el primer paso 
se realizó una centrifugación a 500 g por 30 min. En el segundo paso, se tomó el 
sobrenadante del paso anterior y se centrifugó a 30.000 g por 30 min. Luego, se realizó 
la separación del sobrenadante y del precipitado (pellet) para su posterior uso. El pellet 
se resuspendió en 150 µl de α-MEM sin suero para analizar los cuerpos apoptóticos. 
Las microvesículas y los sobrenadantes fueron obtenidos en dos pasos de 
centrifugación. En el primer paso se realizó una centrifugación a 20.000 g por 30 min. 
En el segundo paso, se tomó el sobrenadante del paso anterior y se centrifugó a 100.000 
g por 30 min. 
 
Ensayo de diferenciación a osteoclastos con sobrenadantes 
condicionados 
 
Sobrenadantes condicionados de líneas murinas MC3T3-E1 y MLO-Y4 
 
Se extrajeron precursores de médula ósea de ratones C57BL/6 WT y se sembraron 
5x105 células/pocillo en medio completo adicionado con 30 ng/ml de M-CSF sobre 
placas de cultivo de 24 pocillos, manteniéndose durante 72 hs a 37°C en una atmósfera 
de CO2 5%. Las células adherentes se utilizaron para los ensayos de diferenciación a 
osteoclastos durante 10 días en cultivo con los sobrenadantes condicionados en una 
proporción 1:1 con el medio completo reemplazando el mismo cada 48 hs. Como 
control positivo de formación de osteoclastos los precursores se estimularon con 50 
ng/ml de RANKL. 
Este protocolo también se utilizó para evidenciar el papel de RANKL en la 
osteoclastogénesis inducida por la fracción de sobrenadante que contiene los cuerpos 
apoptóticos (se utilizaron 30 µl/pocillo de placa de 24). En este ensayo se utilizó 
también OPG recombinante 50 ng/ml (R&D Biosciences). 
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Sobrenadantes condicionados de MSCs 
 
Se plaquearon 250.000 células/pocillo de la línea monocítica humana THP-1 en 
placas de cultivo de 48 pocillos adicionando 30 ng/ml de M-CSF (R&D Biosciences) 
durante 72 hs a 37°C en atmósfera de 5% CO2. Las células adherentes se utilizaron para 
los ensayos de diferenciación a osteoclastos durante 10 días en cultivo con los 
sobrenadantes condicionados en una proporción 1:1 con el medio completo 
reemplazando el mismo cada 48 hs. Como control positivo de formación de osteoclastos 
se utilizaron 50 ng/ml de RANKL (Biolegend). 
 
Para evidenciar el papel de IL-1β se adicionó Anakinra, inhibidor natural del receptor 
de IL-1 y antagonista natural de IL-1Ra en una concentración final de 500 ng/ml (BD 
Pharmingen, San Diego, CA) sobre las células THP-1 y se dejó incubando a una 
concentración 2x por 1 h a 37°C en atmósfera de 5% CO2. Luego se agregó el medio 
condicionado en una proporción 1:1 con el medio completo y se dejó en estufa por 10 
días, cambiándose el medio cada 48 hs. Para evidenciar el papel de RANKL, se 
agregaron 50 ng/ml de OPG recombinante por pocillo (R&D Biosciences) agregando al 
mismo tiempo el medio condicionado en una proporción 1:1 con el medio completo. Se 
dejó incubando en estufa por 10 días, cambiándose el medio cada 48 hs. 
Para la identificación de los osteoclastos, las células se fijaron con paraformaldehído 
al 4% (p/v) y se tiñeron para revelar la actividad de la fosfatasa ácida resistente a 
tartrato (TRAP, Sigma Aldrich). Brevemente, se agregaron 250 µl de la mezcla 
proporcionada por el kit y se dejó incubando a 37ºC por 1 h. Luego se lavó con buffer 
salino fosfato (PBS) y se tiñeron los núcleos con DAPI 1µg/ml (Thermo Fisher 
Scientific). Las células que son multinucleadas (más de 3 núcleos) y positivas para 
TRAP (Sigma) se definieron como osteoclastos. El recuento se realizó mediante 
microscopía graficando el número de células multinucleadas TRAP positivas por 
pocillo. 
 
Evaluación de la actividad de resorción de osteoclastos 
 
La actividad de resorción mediada por los osteoclastos diferenciados se determinó 
mediante el uso de placas de cultivo recubiertas con una matriz de dentina (BD 
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Pharmingen) sobre las cuales se llevaron a cabo los experimentos de osteoclastogénesis. 
Luego del cultivo, las células se lisaron por tratamiento hipotónico con NH4OH 1M. La 
placa se incubó en agitación por 5 minutos en agitación con azul de toluidina1% / 
borato de sodio 1% (Sigma Aldrich) para evidenciar los espacios que han sido 
resorbidos. Luego se realizó el recuento del número de áreas de resorción mediante 
microscopía de fase. 
 
Evaluación del efecto de la enzima GCasa recombinante 
(Velaglucerasa) sobre la actividad de osteoblastos 
 
Se plaquearon las MSCs Control y Gaucher a razón de 20.000 células/pocillo en 
placa de 48 pocillos y se diferenciaron a osteoblastos en presencia/ausencia de la 
enzima recombinante Velaglucerasa alfa 1,4 U/ml - 0,035 mg/ml (Takeda, Japón) por 
14 días para evaluar la capacidad de mineralización con/sin tratamiento. Como control 
de especificidad se adicionó una enzima recombinante no relacionada: 3,5 µg/ml de 
Idursulfasa. 
 
Efecto dosis respuesta de Semaforina 3A en osteoblastos 
 
Se distribuyeron las MSCs Control y Gaucher a razón de 20.000 células/pocillo en 
placa de 48 pocillos y se diferenciaron a osteoblastos en ausencia/presencia de 
Semaforina 3A (R&D Systems) 50 ng/ml y 100 ng/ml durante 14 días. Se evaluó la 
capacidad de mineralización, deposición de colágeno y actividad fosfatasa alcalina. El 
medio se cambió cada 48 hs. 
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Medición de actividades enzimáticas 
 
Glucocerebrosidasa (GCasa) 
 
Se cultivaron las células en placa de 6 o en botellas de 25 cm2 hasta llegar a 
confluencia y luego se colectaron las células en buffer lisis (HEPES 0,93M pH: 7,9 + 
EDTA 0,5M pH: 8 + KCl 1M + Novidet p40 10%). Para determinar la actividad GCasa 
se mezclaron 20 µl de lisado celular; 10 µl de buffer fosfato-citrato (ácido cítrico 0,1M 
+ fosfato monoácido de sodio 0,1M; pH: 5), 10 µl Taurodeoxicolato de sodio 2% p/v 
(Sigma) y 50 µl  de sustrato 4-metilumbeliferona1-β-D-glucopiranósido 0,02M 
(Glycosynth) y se incubó por 2h a 37 ͦC. Luego se frenó la reacción con 200µl de 
solución de frenado (Buffer glicina 1M + NaOH 0,5M; pH: 10,3). Como blanco se usó 
la misma formulación pero  el sustrato se agrega junto con la solución de frenado. 
La curva de calibración se realizó con las siguientes concentraciones de  4-
metilumbeliferona (nM): 326,92; 108,96; 36,31; 12,12; 4,04; 1,35; 0,46; 0,15. La 
fluorescencia se midió en el espectrofotómetro (Twinkle LB 970, Berthold 
Technologies) a una excitación de 360nm y a una emisión de 450nm. 
Para los cálculos, se corrigió la fluorescencia de interés con el blanco y se comparó 
con la curva de calibración de 4-metilumbeliferona. Los resultados se expresan como 
nanomoles de sustrato hidrolizado por mg de proteína en 2 horas. 
 
Actividad enzimática (nmoles/mg prot.h)= Δnmoles 4-MU / 2h / mg prot 
 
La concentración de proteínas (mg/ml) se determinó utilizando el método de BCA 
según las instrucciones del fabricante (Pierce™ BCA Protein Assay; cat: 
23227). 
  
 
Proteina Kinasa C (PKC) 
 
Se cultivaron las células MLO-Y4 en placa de 6 pocillos hasta llegar a confluencia. 
Luego de 7 y 14 días de tratamiento con/sin CBE 500µM se colectaron las células en 
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buffer lisis (HEPES 0,93 M pH: 7,9 + EDTA 0,5 M pH: 8 + KCl 1 M + Novidet p40 
10%). La cantidad de extracto crudo (lisado celular) utilizado para el ensayo fue de 2µg. 
La concentración de proteína se determinó mediante el método de BCA según las 
instrucciones del fabricante (Pierce™, BCA Protein Assay Kit; cat: 
23227). Para la determinación de la actividad de la enzima PKC se siguieron las 
instrucciones del fabricante utilizando un kit específico de esta enzima (Enzo®, PKC 
Kinase Activity Kit; cat: ADI-EKS-420A).  
 
 
Determinación de glucosilceramida 
 
Se cultivaron las células MLO-Y4 con y sin CBE en botellas de 75cm2. Luego de 7 
días de cultivo se recolectaron para la extracción de los glicolípidos siguiendo el método 
de Vance y Sweeley con modificaciones (Vance et al., 1967). Brevemente, se 
centrifugaron las células y se descartó el sobrenadante. Luego se agregaron 3 ml de 
cloroformo:metanol en relación 2:1 v/v y 0,8 ml de agua. Las muestras se 
homogeneizaron utilizando un vortex durante 30 seg y se incubaron en hielo durante 15 
min. Se agregó 1 ml de cloroformo y 1 ml de agua mezclando por vortex nuevamente 
durante 30 seg. Para mejorar la separación de fases los tubos fueron centrifugados, la 
fase acuosa superior fue retirada y la fase inferior se evaporó por aplicación de calor 
bajo campana. Se añadieron 1ml de metanol y 0,1 ml de NaOH 1M sobre el residuo 
seco, y se incubó a 37°C toda la noche. Se adicionaron 2 ml de cloroformo y 0,5 ml de 
agua y las fases se separaron mediante centrifugación. Se eliminó la fase superior y se 
dejó evaporar la fase inferior, quedando los glicolípidos. Éstos fueron disueltos en 
cloroformo:metanol 2:1 v/v y separados mediante la técnica de cromatografía en capa 
fina (TLC) utilizando una placa de sílica 60. La TLC se realizó utilizando 
cloroformo:metanol:agua 70:30:4, v/v/v como fase móvil y los glicolípidos se 
detectaron pulverizando la placa con el reactivo orcinol. Se utilizaron como estándar 3 
µg de glucosilceramida pura (Matreya, Pleasant Gap, PA). 
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Determinación de apoptosis y ciclo celular 
 
Anexina V / Ioduro de Propidio 
 
Se recolectaron las células por tratamiento con TRyple (Gibco-BRL, Carlsbad, CA, 
USA). Luego de un lavado con medio fresco, se centrifugaron y resuspendieron en 50µl 
de buffer binding (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 2.5 mM, pH = 7.40). Después 
se agregaron 1 µl de Anexina V-APC (BD Pharminigen, San Diego, CA, USA) y 1 µl 
de ioduro de propidio (1 µg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pasados los 30 
minutos de incubación a temperatura ambiente, las muestras fueron analizadas por 
citometría de flujo en un FACScalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 
 
TUNEL 
 
Las células fueron fijadas con paraformaldheído 4% por 10 min y procesadas con el 
kit de TUNEL siguiendo las especificaciones del fabricante (Dead End Fluorometric 
TUNEL system; Promega, Madison, WI, USA). Los núcleos se tiñeron con 4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) y montados con medio de montaje para fluorescencia 
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Las muestras fueron observadas en el 
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti (Nikon, Sendai, Japan). El recuento de 
células TUNEL positivas se realizó con el programa ImageJ. 
 
Ciclo celular 
 
Las células se recolectaron y se fijaron con etanol 70% frío. El agregado de etanol se 
realizó gota a gota en agitanción para asegurar la fijación y evitar el aglomeramiento de 
las células. Se incubó por 30 min a 4℃. Luego se centrifugó a 850g y el pellet se trató 
con 50 µl de ribonucleasa 100 µg/ml y se agregaron 2 µl de ioduro de propidio 1 mg/ml. 
Las muestras fueron analizadas por citometría de flujo en un FACScalibur (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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Microscopía de fluorescencia 
 
Para la detección de Cx43 se utilizó un anticuerpo de ratón anti-Cx43 (Thermo 
Fisher Scientific, Boston, MA, USA, cat 13-8300) a una dilución 1:100. Este anticuerpo 
reconoce a la Cx43 sólo cuando la serina en el residuo 368 no está fosforilada (NP-
Ser368). Sin embargo, puede reconocer a la Cx43 si se encuentra fosforilada en otros 
sitios. Brevemente, Las células fueron fijadas con paraformaldheído 4% por 10 min y 
luego se  permeabilizaron con tritón X-100 al 0,3% en PBS por otros 10 min. Se 
bloqueó con suero de cabra al 5% por 30 min y luego se incubó con el anticuerpo 
primario toda la noche a 4℃. Posteriormente, se incubó con el anticuerpo secundario 
Alexa Fluor488 anti-IgG de ratón (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, cat A11020) a una 
dilución 1:3000 por 1 h a temperatura ambiente. Los núcleos se marcaron con ioduro de 
propidio 1 µg/ml por 15 min. Luego se montó con medio de montaje para fluorescencia 
y se observaron en el microscopio confocal TCS SP5 Leica (Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany). Las imágenes fueron tomadas usando el programa Leica LAS AF 
(Leica Microsystems,Wetzlar, Germany). Entre cada incubación se realizaron lavados 
con PBS Tween-20 0.1%. El recuento de núcleos se realizó automáticamente con el 
programa ImageJ, mientras que las células positivas se contaron manualmente.  
 
 
Tinciones 
 
Alizarin Red (ARS) 
 
Las MC3T3-E1 y las MSCs se cultivaron y diferenciaron a osteoblastos como se 
indicó anteriormente. Luego de finalizar el cultivo, la placa se lavó con PBS y se fijaron 
las células con 4% (p/v) de paraformaldehído (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente 
durante 15 min. Se adicionaron 150 μl/pocillo del colorante ARS 40 mM (pH 4,1) y se 
incubó a temperatura ambiente durante 20 min con agitación suave. El colorante no 
incorporado se aspiró y los pocillos se lavaron con agua destilada para eliminar 
excedentes. Para la extracción del colorante, se añadieron 150 μl/pocillo de ácido 
acético 10% (v/v) y se incubó a temperatura ambiente durante 30 min en agitación. La 
monocapa de células de cada pocillo se transfirió a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml 
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junto con el sobrenadante. Luego de agitar el tubo con vortex durante 30 seg se cubrió 
con 80 μl de vaselina líquida, se calentó a 85°C durante 10 min y se mantuvo en hielo 
durante 5 min. A continuación, se centrifugó a 15.000 g durante 15 min y 100 μl del 
sobrenadante se transfirieron a un nuevo tubo conteniendo 80 μl de 10% (v/v) de 
hidróxido de amonio para neutralizar el ácido. La medida de absorbancia se realizó 
sobre alícuotas de 150 μl a 450 nm (osteogenesis assay kit Nro. De catálogo ECM815, 
Millipore). 
 
 
Sirius Red (SR) 
 
Las MC3T3-E1 y las MSCs se cultivaron y diferenciaron a osteoblastos como se 
indicó anteriormente. Luego de finalizar el cultivo, se lavó con PBS y las células se 
fijaron durante 1 h con 150 μl de líquido de Bouin preparado al momento de uso 
(dilución ¼ de formaldehido 35% v/v en ácido pícrico saturado). Las células fijadas se 
lavaron 3 veces con exceso de PBS y se secaron por unos minutos. Se agregaron 150 
μl/pocillo del colorente SR 0,1% (Sigma-Aldrich) en ácido pícrico y se incubó a 
temperatura ambiente durante 18 hs en agitación suave. Luego de la incubación se 
realizaron 5 lavados con HCl 0,01 N para eliminar el exceso de colorante. Para la 
cuantificación se agregaron 200 μl/pocillo de NaOH 0,1 N, se incubó durante 30 min en 
agitación para extraer el colorante y se midió la absorbancia de la solución a 540 nm 
(Scian et al., 2012). 
 
Fosfatasa alcalina 
 
Las MC3T3-E1 y las MSCs se cultivaron y diferenciaron a osteoblastos como se 
indicó anteriormente. La monocapa formada se lavó con buffer tris salino (TBS) y se 
cubrió con 100 μl/pocillo de BCIP (5-bromo-4-cloro-3indolilfosfato)/NBT (azul de 
nitro-tetrazolio). Se incubó por 10-15 min a temperatura ambiente. Durante la 
incubación se siguió la generación de color por microscopía de fase para evitar la 
saturación del color. La reacción se detuvo mediante el agregado de agua destilada 
(Scian et al., 2012). 
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Oil Red 
 
Las MSCs se plaquearon a razón de 40.000 células/pocillo en placa de 48 pocillos y 
se comenzó a diferenciar con medio adipogénico luego de que las células llegaran a 
confluencia, manteniéndose el cultivo por 7 y 14 días. El protocolo de tinción utilizado 
para evidenciar las gotas lipídicas fue el de Ciuffreda et al. con modificaciones 
(Ciuffreda et al., 2016). Brevemente, las células se fijaron con paraformaldehido 4% 
(p/v) durante 1 h. Se agregaron 150 µl finales por pocillo de una solución de trabajo con 
proporción 6:4 de stock Oil Red 0,5% propilenglicol (Sigma) en agua destilada, 
respectivamente, y se dejó incubando 15 minutos a temperatura ambiente. Luego se 
hicieron 4 lavados con agua destilada y se observó al microscopio. Para realizar la 
extracción del colorante, se agregaron 150 µl de isopropanol 100% por pocillo y se dejó 
agitando suavemente por 10 min. Luego se centrifugó 5 min a 1500 rpm para eliminar 
restos celulares. La absorbancia del colorante se midió la 492 nm usando como blanco 
isopropanol. 
 
 
Medida de citoquinas 
 
Las concentraciones de IL-1β, IL-6, TNF-α, (BD Pharmingen), se cuantificaron por 
ELISA de captura en los sobrenadantes de cultivo según las indicaciones del fabricante. 
 
 
Ensayos moleculares 
 
Extracción y retro-transcripción (RT) de ARN 
 
La extracción de ARN se realizó utilizando kits de columnas MiniSpinR 
(GEHealthcare, Buckinhamshire, Reino Unido) y se retro-transcribió utilizando como 
cebadores una mezcla de hexámeros generados al azar y un kit de reactivos de RT (M-
MLV RT, dNTPs, DTT, RNase-Out y First-Strand buffer) según las especificaciones 
del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), utilizando el siguiente programa: 10 
 Materiales y Métodos 
[49] 
 
min a 25°C, 50 min a 37°C, 15 min a 70°C. Las reacciones se llevaron a cabo en un 
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). 
 
 
Diseño de cebadores (primers) 
 
Los cebadores (primers) utilizados para la determinación de expresión génica fueron 
diseñados mediante el programa PerlPrimer (Tabla V). Las secuencias fueron elegidas 
de modo tal que tuvieran una temperatura de hibridación de alrededor de 60°C y una 
longitud de 20-22 pares de bases (pb). La especificidad de las secuencias se verificó 
mediante la herramienta Primer-BLAST del National Center for Biotechnology 
Information (NCBI, National Library of Medicine, National Institutes of Health, 
EE.UU., http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), y se comprobó la ausencia 
de estructuras secundarias en las zonas de hibridación de la secuencia blanco de cDNA 
mediante la herramienta bioinformática mFold 
(http://mobyle.pasteur.fr/cgibin/portal.py?#forms::mfold). Para todos los cebadores se 
realizó una curva de eficiencia en qPCR con controles positivos apropiados y se verificó 
el tamaño del amplicón por electroforesis en gel de agarosa. 
 
 
Tabla V Secuencia de cebadores utilizados 
Secuencia de cebadores murinos Secuencia de cebadores humanos 
Nombre Secuencia (5´ to 3´) Nombre Secuencia (5´ to 3´) 
mActb_Fw CGTCATCCATGGCGAACTG hACTB_Fw CCTGGCACCCAGCACAAT 
mActb_Rv GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT hACTB_Rv GCCGATCCACACGGAGTACT 
mRunx2_Fw AGGCGTATTTCAGATGATGAC hALP_Fw CCATCCTGTATGGCAATGG 
m Runx2_Rv GATGAAATGCTTGGGAACTG hALP_Rv CGCCTGGTAGTTGTTGTGAG 
mCx43_Fw TACCACGCCACCACCGGCCCA hCOL1A1_Fw GAAGGGACACAGAGGTTTCAG 
mCx43_Rv GGCATTTTGGCTGTCGTCAGGGAA hCOL1A1_Rv TAGCACCATCATTTCCACGA 
mRankl_Fw CTATGATGGAAGGCTCATGG hRUNX2_Fw GGAGTGGACGAGGCAAGAGTTT 
mRankl_Rv GAGGACAGAGTGACTTTATGG hRUNX2_Rv AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGG 
mOpg_Fw AGGTGTGGAATAGATGTCACC hPPAR-γ_Fw GGCCGCAGATTTGAAAGAAG 
mOpg_Rv GTATAATCTTGGTAGGAACAGC hPPAR-γ_Rv GTTTGAGAAAATGGCCTTGTTGT 
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PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 
 
La determinación de la expresión génica sobre muestras de ADN complementario 
(cDNA) se realizó en un termociclador iQ5 (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) por qPCR 
con SYBR Green, utilizando una mezcla de reacción compuesta por 10 μl de cDNA, 1μl 
de cada primer (forward y reverse), y 12 μl de iQ™ SYBRR Green Supermix (BioRad, 
Hercules, CA, EE.UU.). El programa de reacción utilizado fue: 2 min a 50°C, 10 min a 
95°C, 50 ciclos de 15 seg a 95°C y 60 seg a 60°C, con una curva final de 
desnaturalización de 55°C a 95°C (en pasos de 0,5°C/10 seg). Las medidas se realizaron 
por duplicado por cada gen y muestra. Para el cálculo del nivel expresión de un gen de 
interés (GDI) se utilizó un normalizador interno en cada muestra: el gen de β-actina 
(ACTB). Utilizando los valores promedio de ciclo al punto de intersección (Ct, cycle 
threshold) obtenidos para cada uno de ellos se calculó la expresión del gen de interés en 
unidades arbitrarias según la fórmula: 
 
     ExpGDI = 2-dCt = 2-(Ct.gdi-Ct.ACTB) 
 
 
Análisis estadístico 
 
Los análisis estadísticos se realizaron mediante el programa GraphPad Prism 7.0 
aplicando el test-t no pareado o ANOVA de una vía seguido del post-test de Bonferroni. 
Los datos se presentan como la media ± variación estándar de la media. 
 [51] 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
 [52] 
 
Capítulo 1 
Rol de los osteocitos en la patología ósea de la enfermedad de 
Gaucher 
 
Los osteocitos, definidos como células ubicadas dentro de la matriz ósea, descienden 
de las células madre mesenquimales a través de la diferenciación de osteoblastos, siendo 
el estadío final de diferenciación de éstos (Bonewald, 2011). Los osteocitos representan 
el mayor número de células en el hueso cubriendo un 90-95% de la masa total y son uno 
de los tipos celulares más longevos del cuerpo, perdurando incluso durante décadas. 
Entre las funciones de los osteocitos se incluyen: la regulación de la remodelación ósea 
mediante la interacción con osteoblastos y osteoclastos; la regulación en la homeostasis 
del fosfato y calcio; el censado de estímulos mecánicos que coordinan la respuesta del 
esqueleto a la carga o descarga; y la función como células endócrinas (Bonewald, 
2017).  
El cuerpo del osteocito está encerrado dentro de un espacio llamado laguna, y los 
procesos celulares atraviesan la matriz ósea a través de canales estrechos llamados 
canalículos. Numerosos procesos dendríticos conectan a los osteocitos entre sí y 
permiten que los osteocitos cercanos a la superficie ósea se conecten a los osteoblastos y 
las células que recubren los huesos. Esta morfología característica permite el paso de 
nutrientes y señales bioquímicas de un osteocito a otro formando una red funcional 
(Dallas et al., 2013). Varios autores han destacado a la Cx43 como la proteína más 
abundante en las uniones estrechas (Batra et al., 2012; Donahue, 2000) con relevancia 
en la sobrevida de los osteocitos (Plotkin et al., 2002). En experimentos con ratones 
knockout para esta proteína se ha visto un aumento en la apoptosis de osteocitos (Xu et 
al., 2015), mientras que en ratones donde se sobreexpresó la Cx43, se observó una 
prevención de este proceso (Davis et al., 2018). El silenciamiento de la expresión de 
Cx43, además de provocar un incremento en la apoptosis, incrementa el proceso de 
osteoclastogénesis (Davis et al., 2017). Se ha demostrado que el proceso de apoptosis en 
osteocitos libera vesículas o cuerpos apoptóticos que, indirectamente, contribuirían a la 
resorción ósea (Clarke, 2008; Kogianni et al., 2008; Plotkin, 2014a; Bellido, 2009). 
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Como se ha mencionado anteriormente, los pacientes Gaucher presentan problemas 
óseos, entre ellos: osteopenia y alta frecuencia de fracturas, por lo que este capítulo 
plantea dilucidar si los osteocitos que tienen una deficiencia en la actividad GCasa 
tienen una mayor tasa de muerte celular que induciría el proceso de resorción ósea. Para 
ello, se desarrolló un modelo in vitro de la enfermedad de Gaucher que se basa en el uso 
de la línea celular murina MLO-Y4 tratada con un inhibidor químico irreversible para la 
enzima GCasa llamado conduritol-β-epóxido (CBE).  
 
Validación del modelo 
 
Los pacientes Gaucher poseen distintas mutaciones patogénicas en el gen GBA que 
producen deficiencia en la enzima GCasa. Por lo tanto, para generar un modelo de 
osteocitos de la EG se utilizó un inhibidor químico de la enzima GCasa, el CBE. Para 
corroborar que la deficiencia de GCasa esté presente, se evaluó la actividad residual de 
la enzima en el modelo murino de osteocitos. La concentración de CBE utilizada fue de 
500 µM, ya que estudios previos en células mesenquimales de pacientes sugirieron que 
el máximo de inhibición para la enzima GCasa ocurría utilizando dicha concentración 
(Lecourt et al., 2012; Mucci et al., 2012). Teniendo en cuenta el esquema experimental 
de cambio de medio que se realiza cada 2 días, se  midió la actividad GCasa al día 1 y 2 
de iniciada la inhibición con CBE. Este ensayo indicó que el tratamiento de los 
osteocitos con  CBE deja una actividad residual de la enzima cercana al 4% con 
respecto a los osteocitos no tratados (Fig. 1a). Para determinar si la concentración 500 
µM de CBE es capaz de generar la acumulación de glucosilceramida, se cultivaron los 
osteocitos con/sin CBE por 7 días. La acumulación de dicho sustrato se determinó de 
forma semicuantitativa por la técnica de cromatografía en capa fina (TLC) utilizando 
glucosilceramida comercial como patrón. Los resultados mostraron un aumento notable 
en la acumulación de glucosilceramida en los osteocitos tratados con 500 µM de CBE 
en comparación con los osteocitos no tratados (Fig. 1b). A raíz de este resultado, el 
resto de los ensayos se realizaron con 500 µM de CBE y con un mínimo de 7 días de 
tratamiento. 
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Fig. 1 Validación del modelo in vitro murino. Determinación de la actividad GCasa en osteocitos tratados 
con CBE 500 µM (CBE) por 1 y 2 días, expresada como porcentaje con respecto a osteocitos sin tratar 
(Ctrl) (A). Determinación de la acumulación de glucosilceramida mediante TLC en el extracto lipídico 
obtenido a partir de osteocitos Ctrl y tratados con CBE 500 µM por 7 días (B). Estándar utilizado: 
Glucosilceramida (GlcCer). 
 
 
Proteínas de uniones intercelulares: Integrina-β y Conexina-43 (Cx43) 
 
En el hueso, los osteocitos forman un sincitio que les da la capacidad para 
comunicarse entre ellos, con otras células del sistema óseo y con el medio extracelular 
(Clarke, 2008), poniendo en evidencia la importancia de la función de las proteínas de 
adhesión celular. Varios autores han destacado a la Cx43 como la proteína más 
abundante en las uniones estrechas (Batra et al., 2012; Donahue, 2000) con relevancia 
en la sobrevida de los osteocitos (Plotkin et al., 2002). Estas proteínas se agrupan en 
hexámeros para formar poros por los cuales se establece el intercambio de iones y cuyo 
cierre/apertura está regulado por procesos de fosforilación, donde la fosforilación en el 
sitio Ser368 tiene un papel clave (Lampe et al., 2000). Por otro lado, se ha demostrado 
que la integrina-β es necesaria para la función de mecanotransducción de osteocitos. 
Varias enfermedades como la osteoporosis, osteoartritis y metástasis óseas dan como 
resultado una expresión y función de integrina-β alteradas (Geoghegan et al., 2019), por 
lo que es de interés evaluar esta integrina en nuestro modelo.  
Se cultivaron los osteocitos por 7, 14 y 21 días con/sin CBE para evaluar si se 
produce una alteración en la integrina-β y en la Cx43. Los resultados de este ensayo 
ponen de manifiesto que la expresión de la integrina-β a nivel de ARNm en los 
osteocitos tratados con CBE es significativamente menor que en los osteocitos sin tratar 
a todos los tiempos ensayados (Fig. 2a). Con respecto a la expresión a nivel de ARNm 
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de la Cx43, la misma disminuye significativamente en los osteocitos tratados con CBE a 
los 14 y 21 días cuando se los compara con sus respectivos controles (Fig. 2a). También 
pudimos observar una diferencia en la distribución intracelular de la proteína Cx43 no 
fosforilada en el sitio Ser368 en las células tratadas con CBE. En las células control se 
observa que la Cx43 se encuentra distribuida en el citoplasma, mientras que en los 
osteocitos tratados con CBE el patrón de distribución es perinuclear (Fig. 2b). Cuando 
realizamos la cuantificación de células que poseían este patrón en función de las células 
Cx43 positivas, se encontró que es significativamente mayor en las células tratadas con 
CBE en comparación con las control a los 14 y 21 días (Fig. 2c). Se ha demostrado que 
la fosforilación de la Cx43 en el sitio Ser368 por la proteína quinasa C (PKC) produce 
una reducción en la comunicación célula-célula (Lampe et al., 2000; Morel et al., 2012), 
por lo que medimos la actividad de la enzima en los cultivos de osteocitos con/sin CBE 
a 7 y 14 días de tratamiento. La actividad de PKC se encontró aumentada en los 
osteocitos tratados con CBE a los 7 y 14 días, siendo la diferencia significativa a los 7 
días (Fig. 2d).  
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Fig. 2 Proteínas de uniones intercelulares en osteocitos tratados (CBE) y sin tratar (Ctrl) con CBE. 
Determinación de la expresión de los genes Integrina-β (izquierda) y Cx43 (derecha) (A). Distribución 
intracelular de Cx43 no fosforilada en Ser368 en osteocitos Ctrl (izquierda) y osteocitos tratados con CBE 
(derecha) (B). Identificación de células que presentan el patrón perinuclear de Cx43 en función de las 
células Cx43 positivas (C). Determinación de la actividad de la enzima PKC (D). Los resultados se 
expresan como el incremento de la expresión del gen de interés o del porcentaje de células positivas para 
Cx-43 con respecto a los osteocitos Ctrl de 7 días FI: Fold Increase (incremento). Barra de escala: 30µm. 
Color verde: Cx43; Color azul: Núcleos. Test-t no pareado *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 
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Apoptosis 
 
Se ha demostrado que la deficiencia de Cx43 en los osteocitos conduce a un aumento 
de la apoptosis en estas células (Bivi et al., 2012).  Debido a que los osteocitos tratados 
con CBE presentan una menor expresión génica y una distribución celular alterada de la 
Cx43 decidimos evaluar si estás células sufren muerte por apoptosis. Se cultivaron los 
osteocitos con/sin CBE por 7 y 14 días y evaluamos los niveles de apoptosis mediante 
AnexinaV/IP y TUNEL. Como se puede observar en la figura 3, los osteocitos tratados 
con CBE presentan mayores niveles de apoptosis que los osteocitos control, tanto para 
Anexina V/IP (Fig. 3a) como para TUNEL (Fig. 3b) a los dos tiempos evaluados. 
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Fig. 3 Muerte celular en osteocitos tratados (CBE) y sin tratar (Ctrl) con CBE. Determinación de células 
apoptóticas mediante las técnicas de Anexina V/IP (A) y TUNEL (B). Los resultados se expresan como el 
incremento del porcentaje de células positivas con respecto a los osteocitos Ctrl de 7 días. FI: Fold 
Increase (incremento). Test-t no pareado * p<0.05; ** p<0.01 
 
 
Evaluación de toxicidad CBE 
 
Para poder discriminar si el aumento de apoptosis detectada en el tratamiento de los 
osteocitos con CBE son una consecuencia de la acumulación de glucosilceramida o a un 
efecto tóxico directo del CBE sobre las células, tratamos a los osteocitos con cantidades 
crecientes de CBE (250, 500, 750 y 1500 µM) por 3 y 7 días y evaluamos la apoptosis. 
A los 7 días de tratamiento, evidenciamos aumentos significativos en los niveles de 
apoptosis a partir de una concentración de CBE de 500 µM que se mantuvo sin cambios 
entre los 500 µM y 1500 µM (Fig. 4a). Cabe destacar que tanto a los 3 como a los 7 días 
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de tratamiento, no se detectaron cambios en la cantidad de células necróticas y con 
apoptosis tardía para las diferentes concentraciones de CBE empleadas (Fig. 4b). Según 
estos resultados, podríamos inferir que la apoptosis temprana es un efecto inherente a la 
deficiencia de la enzima GCasa y no a un efecto tóxico producido por el CBE. 
 
 
Fig. 4 Toxicidad del CBE en osteocitos tratados con CBE por 3 (Gris) y 7 días (Negro). Determinación 
de células apoptóticas (A), necróticas y con apoptosis tardía (B) evaluados por la técnica de Anexina 
V/IP en citómetro de flujo. Los resultados se expresan como el incremento del porcentaje de células 
positivas con respecto a los osteocitos sin CBE. FI: Fold Increase (incremento). Test-t no pareado * 
p<0.05 
 
 
Evaluación de componentes liberados por osteocitos apoptóticos y su 
relación con la osteoclastogénesis 
 
Los osteoclastos son las células responsables de la resorción ósea. Estas células se 
originan a partir de la fusión de precursores que pertenecen al linaje 
monocítico/macrofágico de la médula ósea, en un proceso conocido como 
osteoclastogénesis (Feng et al., 2013; Teitelbaum, 2007). Fisiológicamente, este proceso 
está mediado por M-CSF y RANKL, pero bajo condiciones inflamatorias también 
podría estar mediado por citoquinas (Azuma et al., 2000; Kenkre et al., 2018). Incluso, 
existe evidencia de que la apoptosis de osteocitos estimula la osteoclastogénesis 
mediante un aumento en el reclutamiento de precursores de osteoclastos, la secreción de 
cuerpos apoptóticos, RANKL, M-CSF y VEGF (Al-Dujaili et al., 2011; Kogianni et al., 
2008). En este marco, decidimos evaluar si los osteocitos tratados con CBE tienen un 
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mayor potencial osteoclastogénico que los osteocitos control debido a su estado pro-
apoptótico. Para ello, se trataron los osteocitos con/sin CBE por 7, 14 y 21 días para 
obtener los sobrenadantes condicionados y se realizaron los ensayos de 
osteoclastogénesis como se describió en materiales y métodos. Como se puede ver en la 
figura 5a, los sobrenadantes condicionados provenientes de los osteocitos tratados con 
CBE generan un mayor número de células multinucleadas TRAP+ (osteoclastos) que los 
sobrenadantes control. También realizamos el ensayo de osteoclastogénesis sobre una 
matriz de dentina para distinguir a los osteoclastos con capacidad para resorber matriz 
ósea, los cuales se evidencian por dejar áreas de resorción (Fig. 5b izquierda). La 
cuantificación de áreas de resorción indica que los sobrenadantes provenientes de los 
osteocitos tratados con CBE generan un mayor número de osteoclastos con capacidad 
de resorber matriz ósea en comparación con los osteocitos control (Fig. 5b derecha). 
Para asegurar que el efecto de los sobrenadantes se deba a la presencia de mediadores 
inducidos por el tratamiento con CBE y no a la acción directa de CBE sobre los 
precursores de osteoclastos, tratamos los precursores con CBE en presencia de M-CSF. 
No observamos diferencias entre las células tratadas con CBE en presencia de M-CSF y 
las que fueron cultivadas sólo con medio de cultivo (Fig. 5a y b). 
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Fig. 5 Osteoclastogénesis indirecta con sobrenadantes de osteocitos tratados (CBE) y sin tratar (Ctrl) con 
CBE. Imagen microscópica (izquierda) y cuantificación del número de células multinucleadas TRAP+ 
(derecha) (A). Imagen microscópica (izquierda) y cuantificación del número de áreas de resorción (B). 
Barra de escala: 100 µm. Test-t no pareado * p<0.05; ** p<0.01 
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Una vez determinada la capacidad osteoclastogénica de los sobrenadantes de 
osteocitos tratados con CBE, evaluamos los posibles componentes responsables de este 
aumento significativo en el proceso de osteoclastogénesis. Se ha demostrado que los 
osteocitos presentan RANKL en su superficie, el cual interacciona con el receptor 
RANK de los precursores de osteoclastos para inducir la osteoclastogénesis. Por ello, la 
cantidad de RANKL presentada en la superficie celular de los osteocitos es un factor 
crítico para este proceso. Inclusive, se demostró que una gran proporción de la 
expresión de RANKL se localiza en los lisosomas y que el OPG (receptor señuelo para 
RANKL) regula el tráfico de RANKL, restringiendo la presentación del mismo en la 
superficie celular. El OPG también puede ser secretado uniéndose al dominio 
extracelular de RANKL evitando la unión al receptor RANK ubicado en los 
osteoclastos (Honma et al., 2014). Teniendo en cuenta la relevancia de RANKL y OPG 
en el proceso de osteoclastogénesis, decidimos evaluar la relación existente entre la 
expresión a nivel de ARNm de estos dos genes (Rankl/Opg) en osteocitos con/sin CBE 
tratados por 7 días. Los resultados indicaron que los osteocitos tratados con CBE tienen 
una mayor relación Rankl/Opg que los osteocitos no tratados (Fig. 6a), lo que explicaría 
en parte el aumento de la osteoclastogénesis previamente observada.  
También analizamos la contribución de los cuerpos apoptóticos producidos por 
dichos osteocitos al tiempo en el que evidenciamos una mayor osteoclastogénesis, ya 
que ha sido observado que los osteocitos estimulan este proceso cuando se encuentran 
en apoptosis (Al-Dujaili et al., 2011; Kogianni et al., 2008). Los cuerpos apoptóticos se 
aislaron por ultracentrifugación como se ha detallado en materiales y métodos, y se 
realizó el ensayo de osteoclastogénesis estimulando los precursores de osteoclastos con 
los cuerpos apoptóticos obtenidos. Los resultados mostraron que los cuerpos 
apoptóticos provenientes de los osteocitos tratados con CBE generaron una mayor 
cantidad de células multinucleadas TRAP+ que los provenientes de los osteocitos 
control (Fig. 6b). Para determinar si la presencia de RANKL en los cuerpos apoptóticos 
influye en la diferenciación de osteoclastos, se realizaron a la par los experimentos de 
osteoclastogénesis en presencia de OPG. Al agregar el inhibidor OPG a los ensayos, el 
número de células multinucleadas TRAP+ disminuye significativamente alcanzando los 
niveles basales correspondientes al control (Fig. 6b), indicando que existe una 
contribución del RANKL de la superficie de los cuerpos apoptoticos en este proceso. 
Para determinar si la cantidad de RANKL en la superficie de los cuerpos apoptóticos de 
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los osteocitos tratados con CBE era mayor que la de los osteocitos control, los cuerpos 
apoptóticos se marcaron con un anticuerpo específico para RANKL para analizarlos 
mediante citometría de flujo. Los resultados obtenidos indicaron que no hay diferencias 
en la cantidad de RANKL de superficie entre los cuerpos apoptóticos provenientes de 
osteocitos tratados con CBE respecto de los provenientes de los controles (Fig. 6c). 
Debido a estas observaciones, podemos sugerir que el aumento de la osteoclastogénesis 
podría deberse a un aumento en el número de cuerpos apoptóticos y no a una mayor 
expresión de RANKL en su superficie. 
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Fig. 6 Cuantificación de la expresión a nivel de ARNm de la relación Rankl/Opg en osteocitos tratados 
(CBE) y sin tratar (Ctrl) con CBE durante 7 días (A). Cuantificación de células multinucleadas TRAP+ en 
un ensayo de osteoclastogénesis indirecta con cuerpos apoptóticos en presencia/ausencia de OPG (50 
ng/ml) (B). Cuantificación de RANKL de superficie en los cuerpos apoptóticos por citometría de flujo 
(C). A y C: Test-t no pareado; B: Test ANOVA de una vía **p< 0,01; ***p< 0,001 
 
 
Como se ha mencionado anteriormente, RANKL puede encontrarse anclado a 
membrana, pero también se puede encontrar en forma soluble (Nakashima et al., 2000; 
Walsh et al., 2014). Para determinar el rol del RANKL soluble presente en los 
sobrenadantes de la ultracentrifugación, se realizó el ensayo de osteoclastogénesis en 
presencia/ausencia de OPG. Los resultados indican que los sobrenadantes provenientes 
de los osteocitos tratados con CBE en presencia de OPG presentaron un potencial 
osteoclastogénico significativamente menor que los sobrenadantes sin OPG (Fig. 7a). A 
pesar de observar una reducción en la formación de células multinucleadas TRAP+ con 
el agregado de OPG, estos valores no remiten totalmente al número de células 
multinucleadas TRAP+ obtenidas para los sobrenadantes control. Este resultado sugiere 
que además de la contribución de RANKL soluble puede haber otro componente 
soluble que esté promoviendo el proceso de osteoclastogénesis. Así como el RANKL y 
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OPG intervienen en este proceso, existen otros factores en situaciones patológicas que 
también influyen de manera estimulatoria, como por ejemplo: IL-1β, IL-6 y TNF-α 
(Huynh et al., 2017; Teitelbaum, 2007). Por consiguiente, se decidió evaluar los niveles 
de citoquinas pro-osteoclastogénicas IL-6, TNF-α e IL-1β presentes en los 
sobrenadantes de cultivo de los osteocitos mediante la técnica de ELISA. Los resultados 
indican un aumento significativo para la citoquina IL-6 en sobrenadante de osteocitos 
tratados con CBE, mientras que no se observaron niveles diferencias significativas en 
los niveles de TNF-α e IL-1 β (Fig. 7b).  
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Fig. 7 Cuantificación de células multinucleadas TRAP+ en un ensayo de osteoclastogénesis indirecta con 
los sobrenadantes de los cuerpos apoptóticos en presencia/ausencia de OPG (50 ng/ml) (A). 
Concentración de citoquinas IL-6 (izquierda), IL-1β (centro) y TNF-α (derecha) (B). A: Test ANOVA de 
una vía; B: Test-t no pareado; *p<0.05;  ** p<0.01 
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Discusión 
 
 
El osteocito es el tipo de célula más abundante del hueso aunque su papel en la 
dinámica ósea fue descripto recientemente (Bonewald, 2011; Nakashima et al., 2011). 
Dentro de sus funciones, se ha demostrado que están implicados en la regulación del 
remodelamiento óseo, el censado de estímulos mecánicos que coordinan la respuesta del 
esqueleto a la carga o descarga y función como células endócrinas, por lo que la 
alteración en dichas células podría llevar a un estado de formación o resorción 
anormales del hueso que ocasionaran trastornos caracterizados por una microestructura 
ósea debilitada (Bonewald, 2017; Su et al., 2019). Dadas estas observaciones, el 
objetivo de este capítulo fue estudiar la participación de los osteocitos en la homeostasis 
ósea de la enfermedad de Gaucher. Para este fin, utilizamos la línea celular de osteocito 
murino MLO-Y4 como modelo in vitro.  
Para estudiar la fisiología de los osteocitos en un contexto Gaucher se utilizó el 
inhibidor de la enzima GCasa (CBE), lo cual permite generar una deficiencia de la 
enzima GCasa, y servir así como modelo in vitro de la EG. El tratamiento de esta línea 
celular con CBE redujo la actividad de la GCasa a niveles cercanos al 4%, al igual que 
se observó en un modelo de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMCs) 
donde también se utiliza este mismo inhibidor (Mucci et al., 2012). La determinación de 
la acumulación de glucosilceramida se realizó por un método semicuantitativo (TLC), y 
los resultados que obtuvimos fueron comparables con los hallados para el modelo in 
vitro de PBMCs, siendo la acumulación significativamente mayor en las células tratadas 
con el inhibidor (Mucci et al., 2012). 
Los osteocitos están adaptados para sobrevivir en un entorno mineralizado gracias a 
que están comunicados entre sí (y con otras células) mediante proyecciones dendríticas 
en un sistema lácuno-canalicular. Esta morfología característica permite el paso de 
nutrientes y señales bioquímicas de un osteocito a otro formando una red funcional 
(Dallas et al., 2013). La Cx43 es la proteína más abundante expresada en células óseas y 
media la comunicación célula a célula así como las interacciones célula-matriz (Loiselle 
et al., 2013) y se ha demostrado que la deficiencia de Cx43 en los osteocitos conduce a 
un aumento de la apoptosis en estas células (Bivi et al., 2012). Con este fin, estudiamos 
la Cx43 como proteína involucrada en la supervivencia de los osteocitos. Así, 
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demostramos que los niveles de expresión a nivel de ARNm de la Cx43 fueron menores 
en los osteocitos tratados con CBE y que además se encontraba distribuida formando un 
patrón perinuclear.  
La familia de las conexinas se agrupan en hexámeros para formar poros por los 
cuales se establece el intercambio de iones y cuyo cierre/apertura está regulado por 
procesos de fosforilación (Cushing et al., 2005; Martin et al., 2001). La Cx43 tiene 
varios sitios de fosforilación donde el sitio Ser368 es considerado como un objetivo 
importante de los efectos mediados por PKC, enzima cuya actividad mostramos que 
está aumentada en osteocitos tratados con CBE. De esta manera, la fosforilación en el 
sitio Ser368 conduciría a un estado cerrado del hemicanal, por lo que la comunicación 
célula-célula, célula-matriz extracelular quedaría reducida (Morel et al., 2012). Por otro 
lado, la fosforilación mediada por MAPK y PKC de Cx43 en las serinas 252, 262, 
279/282 y 368 se ha vinculado recientemente al proceso de endocitosis de uniones 
estrechas en células madre embrionarias de ratón y en células endoteliales de arteria 
primaria pulmonar (Falk et al., 2016). Cabe destacar que el anticuerpo utilizado para los 
ensayos de microscopía reconoce la forma no fosforilada en el sitio Ser368 de la Cx43, 
independientemente de que otros sitios estén fosforilados. Sin embargo, si la Cx43 se 
encuentra fosforilada en el sitio Ser368 ya no es detectada con nuestro anticuerpo. 
Según nuestros resultados y basándonos en evidencia de otros trabajos, la Cx43 estaría 
mayormente fosforilada en el sitio Ser368 en los osteocitos tratados con CBE, lo que 
podría indicar un aumento en el estado cerrado de los hemicanales y/o promoviendo la 
endocitosis de los canales de superficie que establecen la unión entre células. Como 
consecuencia de la ausencia/cierre de canales/hemicanales de Cx43 en la membrana 
plasmática, las interacciones intercelulares disminuirán induciendo el proceso de 
apoptosis en dichos osteocitos pudiendo provocar una estimulación en el proceso de 
osteoclastogénesis (Loiselle et al., 2013; Xu et al., 2015).  
La evaluación de la apoptosis en los osteocitos tratados con CBE dio como resultado 
un aumento en el número de células apoptóticas con respecto a los osteocitos control, lo 
que se podría atribuir a lo expuesto anteriormente, descartando un efecto tóxico del 
CBE sobre estas células. Existe evidencia de que la apoptosis de osteocitos estimula la 
formación de osteoclastos en parte por un aumento en el reclutamiento de los 
precursores de osteoclastos y la secreción de mediadores como cuerpos apoptóticos, 
RANKL, M-CSF y VEGF (Al-Dujaili et al., 2011; Kogianni et al., 2008). Para 
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determinar si los cuerpos apoptóticos derivados de la mayor apoptosis observada en los 
osteocitos de nuestro modelo podían tener un rol en la osteoclastogénesis se realizó un 
protocolo de centrifugación de dos pasos para su aislamiento. En este procedimiento, no 
podemos descartar la presencia de microvesículas y células necróticas, ya que en la 
práctica se ha visto que todas las preparaciones de vesículas son heterogéneas (Théry et 
al., 2009). Sin embargo, se ha descripto que los osteocitos en proceso de necrosis no 
inducen la diferenciación de osteoclastos (Kogianni et al., 2008), con lo que podríamos 
descartar su participación en el proceso. Nuestros resultados han demostrado que la 
diferenciación de osteoclastos se induce significativamente por los cuerpos apoptóticos 
provenientes de osteocitos tratados con CBE a diferencia de los originados por los 
osteocitos no tratados. Además, hemos observado que RANKL se encuentra en la 
superficie de estas estructuras, pero su cantidad es equivalente para ambas condiciones, 
por lo que es probable que las diferencias en la inducción de la osteoclastogénesis sean 
causadas por un mayor número de cuerpos apoptóticos derivados de los osteocitos 
tratados con CBE.  
Varias moléculas solubles también son capaces de inducir osteoclastogénesis, entre 
ellas se encuentran las citoquinas IL-6, TNF-α e IL-1β, las cuales se ha demostrado que 
están aumentadas en modelos de enfermedad de Gaucher (Hong et al., 2006). Cuando 
evaluamos estas citoquinas en el modelo, no se observaron diferencias en los niveles de 
TNF-α e IL-1β, aunque los niveles de IL-6 fueron más altos en los sobrenadantes 
provenientes de las células tratadas con CBE. Se ha descripto que los osteocitos pueden 
producir IL-6 in vivo e in vitro (Bakker et al., 2014) e incluso en estado de apoptosis 
(Cheung et al., 2012). Se vio que esta citoquina es capaz de estimular la formación de 
osteoclastos a partir de PBMCs (Kudo et al., 2003) y que también lo puede hacer a 
través de la estimulación de osteoblastos para que aumenten su expresión de RANKL 
(McGregor et al., 2019).  
Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la deficiencia de la GCasa y la 
consecuente acumulación de glucosilceramida en osteocitos genera un estado pro-
osteoclastogénico mediado por RANKL, IL-6 y cuerpos apoptóticos que son liberados 
por estas células en estado de apoptosis.  
 
 [65] 
 
Capítulo 2 
Rol de los osteoblastos en la patología ósea de la enfermedad de 
Gaucher  
 
 
Los osteoblastos se originan a partir de células mesenquimales residentes en la 
médula ósea, diferenciándose primero a pre-osteoblastos y luego a osteoblastos maduros 
en un proceso llamado osteoblastogénesis (Bellido et al., 2014), siendo los responsables 
de la formación del hueso. La osteoblastogénesis implica la deposición de matriz 
orgánica para luego dar lugar a la mineralización. Para ello, se requiere de la secreción 
de colágeno tipo I (Capulli et al., 2014) y de la formación de cristales de hidroxiapatita 
con ayuda de la enzima fosfatasa alcalina, que se liberarán al medio extracelular para 
rellenar el espacio libre entre las fibrillas de colágeno de la matriz extracelular 
(Anderson, 2003). 
Como se ha mencionado, el sistema óseo se encuentra en un proceso de continuo 
remodelamiento para mantener su estructura y función. Luego de que los osteoclastos 
remueven las zonas dañadas o muertas, los osteoblastos rellenan los espacios vacíos 
para generar hueso nuevo. Cuando este proceso es deficiente, la estructura ósea se ve 
comprometida y debilitada (Kenkre et al., 2018). 
A pesar del tratamiento que reciben los pacientes Gaucher, el mismo no resulta del 
todo efectivo para subsanar las problemáticas óseas. En el capítulo anterior se demostró 
que los osteocitos tratados con CBE presentaban un aumento en la apoptosis y que esta 
alteración desencadenaba una estimulación en el proceso de osteoclastogénesis, 
situación que podría contribuir a una menor densidad ósea. Sin embargo, queda por 
evaluar si los osteoblastos presentan alteraciones que también puedan contribuir a una 
menor densidad ósea debido a una disminución de su actividad de formación de matriz 
ósea. De esta manera, se utilizó la línea precursora de osteoblastos murina MC3T3-E1 
tratada con inhibidor de la enzima GCasa (CBE) como modelo in vitro de estudio. 
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 Validación del modelo 
 
Para evaluar el efecto inhibitorio del CBE sobre la actividad de la GCasa en la línea 
MC3T3-E1, se cultivaron estas células con CBE 500µM por 3 y 4 días, realizando un 
cambio de medio a este último día. Se observó que los valores de actividad para la 
GCasa se mantuvieron alrededor del 3% durante los primeros 3 días de tratamiento pero 
aumentaron a un 12% al cuarto día. Cuando se realiza el cambio de medio al tercer día, 
la inhibición de la actividad GCasa se reestablece a los valores iniciales (Fig. 8). A 
partir de estos resultados, los cambios de medio se establecieron en un período máximo 
de 3 días en cultivo. 
 
 
Fig. 8 Validación del modelo in vitro murino. Actividad GCasa en pre-osteoblastos MC3T3-E1 tratados 
con CBE 500 µM (CBE) por 3 y 4 días con cambio de medio al tercer día, expresada como porcentaje 
con respecto a pre-osteoblastos sin tratar (Ctrl). 
 
 
Evaluación de la diferenciación a osteoblastos de MC3T3-E1  
 
El crecimiento y diferenciación de osteoblastos se puede dividir en tres etapas: una 
vez que se induce la expresión de Runx2 y ColA1 en los progenitores de osteoblastos 
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comienza la etapa de proliferación durante la cual los progenitores adquieren actividad 
fosfatasa alcalina, conviertiéndose en pre-osteoblastos. Éstos experimentan cambios 
morfológicos transformándose en células cuboidales grandes. Luego, sigue la etapa de 
maduración de osteoblastos que se caracteriza por una mayor expresión de las proteínas 
de la matriz ósea como la Osteocalcina, BSP I y II y colágeno tipo I para obtener 
osteoblastos maduros. Estas células quedarán atrapadas en la matriz ósea recién 
depuesta donde se producirá la mineralización de la matriz extracelular que se evidencia 
por la deposición de calcio en forma de cristales de hidroxiapatita (Anderson, 2003; 
Capulli et al., 2014; Setzer et al., 2009).  
Para estudiar la actividad de formación ósea por parte de los osteoblastos tratados 
con CBE, decidimos evaluar la producción de colágeno tipo I y la deposición de calcio 
(mineralización) a 7, 14 y 21 días de diferenciación con/sin tratamiento con CBE. Para 
la detección de colágeno tipo I se utilizó el colorante Sirius Red y para la detección de 
los depósitos de calcio el colorante Alizarin Red. En la evaluación de la producción de 
colágeno, los resultados mostraron que tanto para los osteoblastos control como para los 
tratados con CBE hay un aumento en los valores de colágeno tipo I durante el avance de 
la diferenciación. En tanto que a partir de los 14 días observamos que los osteoblastos 
tratados con CBE tienen una menor capacidad de producción de colágeno en 
comparación con los osteoblastos control (Fig. 9a). En la evaluación del proceso de 
mineralización, también se observó que los niveles de calcio aumentaban tanto para los 
osteoblastos control como para los tratados con CBE a lo largo de la diferenciación, 
pero a los 21 días los osteoblastos tratados con CBE mostraron una disminución 
significativa en los depósitos de calcio con respecto a los osteoblastos control (Fig. 9b). 
Estos resultados ponen de manifiesto que los osteoblastos que presentan una deficiencia 
en la actividad GCasa desarrollan alteraciones que disminuyen su proceso de 
maduración y mineralización. 
 
La expresión del factor de transcripción relacionado a runt 2 (Runx2) es fundamental 
para la expresión de genes necesarios para el proceso de osteoblastogénesis (Stein et al., 
2004; Zou et al., 2015). Con el fin de estudiar si existían diferencias en los niveles de 
expresión de este gen en los osteoblastos tratados con CBE, se evaluó la expresión a 
nivel de ARNm de Runx2 en osteoblastos de 7, 14 y 21 días de diferenciación. Los 
resultados obtenidos muestran que los niveles de expresión de Runx2 en osteoblastos 
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control aumentan a medida que avanzan en el proceso de diferenciación. Sin embargo, 
en los osteoblastos tratados con CBE estos valores se mantienen constantes durante todo 
el proceso. A los 21 días se observa que los osteocitos tratados con CBE presentan una 
disminución significativa en la expresión de Runx2 (Fig. 10). 
 
 
Fig. 9 Diferenciación de MC3T3-E1 a osteoblastos. Determinación de la absorbancia a 540 nm de la 
extracción del colorante Sirius Red asociado a la producción de colágeno (A) y determinación de la 
absorbancia a 450 nm de la extracción del colorante Alizarin Red asociado al proceso de mineralización 
(B) en osteoblastos con/sin CBE 500 µM. Test-t no pareado ** p<0.01 
 
 
**
**
 
Fig. 10 Expresión a nivel de ARNm del gen Runx2 en osteoblastos tratados (CBE) y sin tratar (Ctrl) con 
CBE 500 µM por 7, 14 y 21 días. Los resultados se expresan como el incremento de la expresión génica 
con respecto a los osteoblastos Ctrl de 7 días. FI: Fold Increase (incremento). Test-t no pareado ** 
p<0.01 
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Evaluación del proceso de apoptosis en MC3T3-E1 diferenciadas a 
osteoblastos 
La menor actividad de formación ósea observada podría deberse a una menor 
actividad intrínseca de los osteoblastos o una mayor muerte celular. A fin de determinar 
entre estas dos posibilidades decidimos evaluar los niveles de apoptosis. Para ello, se 
diferenciaron las MC3T3-E1 a osteoblastos por 14 y 21 días, tiempos a los cuales se 
observaron las disminuciones en la actividad de osteoblastos, y se determinó el grado de 
muerte celular por las técnicas de TUNEL y AnexinaV/IP. Los resultados de apoptosis 
por TUNEL no arrojaron diferencias significativas en los niveles de apoptosis entre las 
células control y las tratadas con CBE, tanto a 14 como a 21 días de diferenciación (Fig. 
11a). Tampoco observamos diferencias en los niveles de apoptosis evaluados mediante 
anexina V/IP (Fig. 11b). Otro mecanismo por el cual las células pueden morir es 
mediante necrosis, por lo que también se evaluó la población de células necróticas y en 
apoptosis tardía (AnexinaV+ IP+) en el mismo ensayo. Los osteoblastos tratados con 
CBE tampoco mostraban diferencias significativas en esta población con respecto al 
control (Fig. 11c). 
 Teniendo en cuenta estos resultados, podríamos descartar que la disminución en la 
formación ósea observada en los osteoblastos tratados con CBE sea debido a un 
aumento en la muerte celular. 
 
 
Fig. 11 Apoptosis en MC3T3-E1 diferenciadas a osteoblastos tratados (CBE) y sin tratar (Ctrl) con CBE 
500 µM por 14 y 21 días. Recuento de células TUNEL positivas (TUNEL+) por microscopía expresado 
como el incremento porcentual sobre el total de células (A). Recuento de células Anexina V+/IP- 
(apoptosis temprana) (B). Recuento de células AnexinaV+/IP+ (necrosis y apoptosis tardía) (C). Los 
resultados se expresan como el incremento del porcentaje de células positivas con respecto a los 
osteoblastos Ctrl de 14 días. FI: Fold Increase (incremento). Test-t no pareado: no significativo 
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Evaluación de los componentes liberados por MC3T3-E1 diferenciadas 
a osteoblastos  y su relación con la osteoclastogénesis 
  
Ya hemos demostrado que los osteoblastos en nuestro modelo tienen menor actividad 
de formación de hueso, lo que podría contribuir a una baja densidad ósea en la 
enfermedad de Gaucher. Los osteoblastos además de ser capaces de generar hueso, 
regulan el proceso de osteoclastogénesis (Chen et al., 2018). Este proceso involucra la 
generación de osteoclastos, lo que podría ocasionar una mayor resorción ósea. El 
principal mecanismo fisiológico a través del cual este proceso es estimulado es el eje 
RANK-RANKL-OPG, por lo que nos propusimos evaluar la contribución de estos 
factores en el modelo a través de ensayos de osteoclatogénesis in vitro. Para ello se 
recolectaron los sobrenadantes condicionados de osteoblastos tratados (CBE) y no 
tratados con CBE (Ctrl) a los 7 y 14 días de diferenciación y se realizó el ensayo como 
se indica en materiales y métodos. Los resultados mostraron que el agregado de los 
sobrenadantes condicionados de células tratadas con CBE de 14 días de diferenciación, 
generaban un aumento en la formación de células multinucleadas TRAP+ en 
comparación con los sobrenadantes control (Fig. 12a). 
Como se ha mencionado, una de las vías a través de la cual se promueve la 
diferenciación de osteoclastos es el eje RANKL-RANK-OPG, por esa razón se ha 
decidido evaluar la expresión de los genes Rankl y Opg a nivel de ARNm en los 
osteoblastos del modelo. Como la osteoprotegerina (OPG) se une a RANKL inhibiendo 
su unión al receptor, el resultado de la relación entre ambos es la que va a determinar si 
el efecto neto es estimulatorio o inhibitorio. La determinación de esta relación evidenció 
que los osteoblastos tratados con CBE presentaban un aumento en la relación 
Rankl/Opg con respecto a los osteoblastos control, siendo significativa a los 14 días 
(Fig. 12b). A su vez, se cuantificó por microscopía la cantidad de células que 
expresaban RANKL. Los resultados mostraron que tanto a 7 como a 14 días de 
diferenciación, los osteoblastos tratados con CBE poseían un mayor número de células 
que expresan RANKL en comparación con los osteoblastos control, pero fue 
significativamente mayor a los 14 días (Fig. 12c). Estos resultados indicarían que la 
mayor osteoclastogénesis inducida por los sobrenadantes de los osteoblastos tratados 
con CBE sería, al menos en parte, a través del eje RANK-RANKL-OPG. 
 Resultados – Capítulo 2 
[71] 
 
*
 
Fig. 12 Osteoclastogénesis mediada vía RANKL-OPG en osteoblastos tratados (CBE) y sin tratar (Ctrl) 
con CBE 500 µM por 7 y 14 días. Recuento de células multinucleadas TRAP+ inducidas por los 
sobrenadantes condicionados de osteoblastos (A). Cuantificación de la expresión de los genes Rankl y 
Opg expresado como el cociente entre ambos (B). Cuantificación de osteoblastos RANKL+ evaluados por 
microscopía (C). FI: Fold Increase (incremento). Test-t no pareado * p<0.05 
 
 
 
 
En condiciones patológicas, como la inflamación asociada a diversas enfermedades 
crónicas, existen otros factores parácrinos que estimulan la osteoclastogénesis como lo 
son las citoquinas IL-1β, IL-6 y TNF-α (Huynh et al., 2017; Teitelbaum, 2007). A raíz 
de ello, evaluamos el contenido de estas citoquinas en los sobrenadantes condicionados 
tratados y sin tratar con CBE a 7 y 14 días de diferenciación. Para ambos tiempos, 
observamos que los niveles de IL-6 son menores a medida que avanza la diferenciación 
y, además, son significativamente menores en los osteoblastos tratados con CBE con 
respecto al control (Fig. 13a). La determinación de los niveles de TNF-α (Fig. 13b) e 
IL-1β (Fig. 13c), no dieron diferencias significativas entre los osteoblastos tratados con 
CBE y los osteoblastos control. Dado estos resultados donde las citoquinas pro-
osteoclastogénicas están disminuidas o no presentaron diferencias entre los osteoblastos 
control y los tratados con CBE, quedaría descartado el rol de las citoquinas 
proinflamatorias en la osteoclastogénesis inducida por los osteoblastos de este modelo 
in vitro. 
 
 
 
Figura 13  
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Fig. 13 Citoquinas presentes en los sobrenadantes condicionados de osteoblastos tratados (CBE) y sin 
tratar (Ctrl) con CBE 500 µM por 7 y 14 días. Concentración (pg/ml) de IL-6 (A), TNF-α (B) e IL-1β (C). 
Test-t no pareado ** p<0.01 
 
 
Las vesículas extracelulares, incluidos los exosomas, las microvesículas y los 
cuerpos apoptóticos, desempeñan un papel importante en la comunicación celular 
durante el crecimiento y la homeostasis ósea al transportar moléculas bioactivas a 
células vecinas (Yuan et al., 2018). En los últimos años se ha descripto que los 
osteoblastos, al igual que los osteocitos, liberan microvesículas al medio extracelular 
que tienen la capacidad de estimular la actividad de los osteoclastos a través del eje 
RANKL-RANK (Deng et al., 2015). Por esta razón decidimos evaluar la presencia y el 
rol de estas vesículas en los sobrenadantes de los osteoblastos diferenciados por 14 días 
en el proceso de osteoclastogénesis. Para ello, se ultracentrifugaron en dos pasos los 
sobrenadantes de osteoblastos tratados y sin tratar con CBE, como se indica en 
materiales y métodos, obteniéndose dos fracciones: una fracción que contiene a las 
microvesículas (pellet) y la otra contiene la fracción soluble (sobrenadante). Ambas 
fracciones se utilizaron para realizar el ensayo de osteoclastogénesis descripto 
previamente. La fracción que contiene las microvesículas de los osteoblastos tratados 
con CBE indujo un aumento significativo en la formación de células multinucleadas 
TRAP+ (Fig. 14a). Durante el mismo ensayo se adicionó OPG para evaluar si el eje 
RANKL-RANK está involucrado en el proceso de osteoclastogénesis. La presencia de 
OPG en la fracción proveniente de las células tratadas con CBE disminuyó la formación 
de células multinucleadas TRAP+ a los mismos niveles que el control (Fig. 14a), lo 
indica que el RANKL de las vesículas está involucrado en la formación de osteoclastos. 
Por otro lado, evaluamos la fracción soluble donde se encontró que la fracción 
proveniente de los osteoblastos tratados con CBE inducían un aumento significativo en 
el número de células multinucleadas TRAP+ (Fig. 14b). En este caso también se agregó 
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OPG, el cual provocó una disminución significativa en la generación de osteoclastos a 
niveles comparables con los generados por el sobrenadante control (Fig. 14b). 
 
****
****
Fig. 14 Osteoclastogénesis mediada por vesículas extracelulares provenientes de osteoblastos tratados 
(CBE) y sin tratar (Ctrl) con CBE 500 µM durante 14 días. Cuantificación del número de células 
multinucleadas TRAP+ inducidas por la fracción de ultracentrifugación conteniendo las vesículas (pellet) 
en presencia/ausencia de OPG (50 ng/ml) (A). Cuantificación del número de células TRAP+ inducidas por 
los sobrenadantes de la ultracentrifugación en presencia/ausencia de OPG (50 ng/ml) (B). Test ANOVA 
de una vía * p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.0001 
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Discusión 
 
Los osteoblastos representan del 4 al 6% del total de células residentes en el hueso y 
son comúnmente conocidos por su función de generación ósea, por lo que ejercen un 
papel crucial en la formación y el mantenimiento de esta estructura, siendo fundamental 
la comunicación con otras células óseas como lo son los osteoclastos y osteocitos 
(Capulli et al., 2014). En este capítulo se decidió estudiar el estado de los osteoblastos 
en el modelo in vitro de la enfermedad de Gaucher y su relación con el remodelamiento 
óseo. 
Existen varios modelos de estudio para desentrañar los causales de las 
manifestaciones óseas que presentan los pacientes Gaucher. Las dos principales teorías 
del debilitamiento óseo radican en la disminución de la formación ósea causada por una 
disminución en la actividad de los osteoblastos; y en un aumento de la resorción ósea 
por parte de los osteoclastos. A la actualidad, se han desarrollado modelos in vivo en 
ratones y en peces zebra que modelan la enfermedad de Gaucher. El modelo murino 
pone en evidencia una disminución en el proceso de generación ósea sin encontrar 
alteraciones referentes a la resorción ósea (Mistry et al., 2010). Las causas de la 
disminución en la función de los osteoblastos en el modelo in vivo se explican por una 
disminución en la proliferación y baja viabilidad de los osteoblastos causada por los 
efectos tóxicos de los lípidos bioactivos circulantes que se acumulan en la enfermedad 
(Mistry et al., 2014, 2010). Sumado a estos estudios, el modelo en peces zebra demostró 
una alteración en la diferenciación de osteoblastos y una reducción en la mineralización 
ósea asociados a la vía de señalización Wnt canónica (Zancan et al., 2015).  
 Los resultados obtenidos en este capítulo, han demostrado que los osteoblastos que 
tienen la actividad GCasa inhibida por acción del CBE presentan una disminución en su 
actividad para generar matriz ósea en concordancia con lo observado en los modelos in 
vivo. Los tiempos a los que se observan las alteraciones en los osteoblastos tratados con 
CBE concuerdan con la cronología del desarrollo óseo donde primero se debe formar 
una matriz de colágeno para que los nuevos cristales de hidroxiapatita se propaguen en 
acúmulos rellenando el espacio entre las fibrillas de colágeno (Negri, 2011).  Al inicio 
del proceso de diferenciación, el factor de transcripción Runx2 es fundamental para la 
expresión de genes necesarios para el desarrollo de las etapas de maduración y 
mineralización (Stein et al., 2004; Zou et al., 2015). Se ha visto que la expresión de 
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Runx2 aumenta en los primeros estadíos de la osteoblastogénesis y luego se mantiene 
constante (Wu et al., 2014), por lo que se decidió evaluar su expresión en nuestro 
modelo. Los resultados que obtuvimos mostraron que los osteoblastos control 
aumentaban la expresión de Runx2 a lo largo de la diferenciación, a diferencia de los 
osteoblastos tratados con CBE que no mostraron cambios. Por otro lado, la disminución 
observada en el proceso de formación ósea para los osteoblastos tratados con CBE 
podría estar relacionada con la muerte celular, sin embargo no encontramos que estas 
células tuvieran una mayor tasa de muerte celular en comparación con los osteoblastos 
control, tanto para las observaciones realizadas por TUNEL como para las realizadas 
con Anexina V/IP.  
Como se mencionó anteriormente, los osteoblastos también tienen la capacidad de 
establecer una comunicación con los osteoclastos y contribuir con el proceso de 
osteoclastogénesis. Este proceso puede estar aumentado en ciertas enfermedades como 
la osteoporosis o enfermedad de Paget donde la resorción del hueso se encuentra 
aumentada generando una disminución en la densidad ósea (Kravets, 2018; Wang et al., 
2019). En el contexto de la fisiopatología ósea de la enfermedad de Gaucher, el aumento 
en la osteoclastogénesis ha sido demostrado en cultivos in vitro de células 
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes (Mucci et al., 2012; Mucci et 
al., 2013; Reed et al., 2013). Los resultados obtenidos en este capítulo demuestran que 
los sobrenadantes de osteoblastos tratados con CBE y diferenciados por 14 días, 
estimulan significativamente el potencial osteoclastogénico a través de un aumento en la 
expresión de RANKL, e independientemente de IL-6, ya que estos sobrenadantes 
poseen una menor concentración de esta citoquina que los osteoblastos control. Como 
hemos mencionado, hay evidencias de que IL-6 es capaz de estimular la formación de 
osteoclastos a través de la estimulación de la producción de RANKL por parte de los 
osteoblastos (McGregor et al., 2019), pero este hecho quedaría descartado en nuestro 
modelo. También se ha demostrado que IL-6 puede tener el efecto contrario en la 
osteoclastogénesis inhibiendo la diferenciación de los precursores de osteoclastos para 
formar osteoclastos activos y prevenir la resorción ósea excesiva durante la 
remodelación ósea en estado estacionario (Yoshitake et al., 2008). Entonces, los 
resultados observados en nuestro modelo para los osteoblastos tratados con CBE, 
también podrían explicarse por una falta de inhibición de la osteoclastogénesis debido a 
la disminución de IL-6 en dichos sobrenadantes. 
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 Está demostrado que los osteoblastos liberan microvesículas que contienen RANKL 
y son internalizadas por los precursores de osteoclastos, lo que estimula la vía RANK-
RANKL facilitando la formación de osteoclastos maduros (Deng et al., 2015). Teniendo 
en cuenta esta información, analizamos si los sobrenadantes de los osteoblastos tratados 
con CBE contenían microvesículas que pudieran contribuir con el aumento de la 
osteoclastogénesis. Efectivamente, confirmamos esta observación y además 
comprobamos que tenían RANKL en su superficie, lo cual se evidenció por la 
disminución en el número de células multinucleadas TRAP+ luego de agregar OPG en 
el ensayo de osteoclastogénesis. 
En resumen, nuestros resultados muestran que la deficiencia de la GCasa en 
osteoblastos genera una reducción en el proceso de generación de matriz ósea y, a su 
vez, un estado pro-osteoclastogénico mediado por RANKL y microvesículas 
extracelulares. 
 [77] 
 
Capítulo 3 
Rol de las Células Madre Mesenquimales (MSCs) en la 
patología ósea de la enfermedad de Gaucher 
 
 
La patología ósea de la enfermedad de Gaucher se caracteriza por la presencia de 
crisis de dolor óseo, osteopenia y fracturas, entre otras afecciones. Aunque la terapia de 
reemplazo enzimático logra mejoras en los pacientes, un alto porcentaje de los mismos 
aún mantiene parte de las manifestaciones óseas, principalmente las crisis de dolor óseo 
(Sims et al., 2008). Aún no se conocen con exactitud las bases fisiopatológicas de las 
complicaciones óseas, por lo que es necesario seguir profundizando en el estudio de los 
mecanismos celulares y moleculares. Para abordar esta problemática se eligió utilizar un 
modelo de la enfermedad que utiliza una línea celular obtenida a partir de células de 
pacientes Gaucher en lugar de utilizar el modelo químico. De esta manera, se utilizó una 
línea celular humana de MSCs provenientes de fibroblastos de individuos sanos y con 
enfermedad de Gaucher tipo 3, los cuales tienen las mutaciones inherentes al paciente.  
Las MSCs son células de origen no hematopoyético que componen el hueso y, según 
el estímulo del microambiente, pueden diferenciarse en adipocitos u osteoblastos (Li et 
al., 2016). Los procesos de osteogénesis y adipogénesis se regulan  mutuamente, por lo 
que el microambiente óseo de ciertas enfermedades puede condicionar la diferenciación 
de las células MSCs hacia uno u otro tipo celular pudiendo afectar la calidad de la 
microestructura ósea (Bredella et al., 2014; Rodrguez et al., 2000). Para la 
diferenciación a osteoblastos, las MSCs pasan por el estadío de pre-osteoblastos para 
luego formar osteoblastos maduros, proceso que depende de la activación específica de 
factores de transcripción anteriormente nombrados (Bellido et al., 2014). Para la 
diferenciación de MSCs hacia adipocitos es necesaria la expresión de otros factores de 
transcripción, entre los cuales se encuentran PPAR-γ y C/EBP (Gregoire et al., 1998).  
El objetivo general de esta sección fue caracterizar el modelo celular de MSCs según 
el microentorno y analizar posibles tratamientos enfocados a mejorar la funcionalidad 
de las células Gaucher. 
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Caracterización de las MSCs 
 
El ciclo celular puede ser subdividido en tres interfaces (G0/G1, S y G2) y en una 
fase mitótica (fase M). En la fase G1, la célula aumenta de tamaño y se prepara para la 
síntesis de DNA; en la fase S se replica el ADN y en la fase G2 la célula chequea si hay 
errores en el ADN y empieza a reorganizar los microtúbulos para entrar en la fase M, 
donde el ADN se distribuye entre las dos células hijas. La fase G0, consiste en un 
estadio donde las células se encuentran en un estado quiescente pero que tienen el 
potencial de entrar en el ciclo celular para su división (Schafer, 1998). Debido a que se 
ha reportado que la deficiencia en actividad GCasa puede ocasionar problemas en la 
proliferación a través de la modulación del ciclo celular (Lecourt et al., 2013, 2012), 
evaluamos la capacidad de proliferación y grado de muerte celular en las MSCs. 
La evaluación de muerte celular se llevó a cabo mediante la determinación de 
Anexina V- Ioduro de propidio por citometría de flujo (Fig. 15a) y mediante TUNEL 
por microscopía (Fig. 15b). No se observaron diferencias en los niveles de apoptosis. Al 
evaluar el estado del ciclo celular de las células MSCs Gaucher se detectó que un 60% 
de las células del cultivo se encontraba en fase G0/G1, un 15% en fase S y un 25% en 
fase G2, en contraste con las MSCs control donde se registró un 85% en fase G0/G1, un 
5% en fase S y un 10% en fase G2 del ciclo celular (Fig. 15c). El mayor porcentaje de 
MSCs Gaucher en fase G2 indicaría que estas células tienen una inhibición en la 
proliferación. 
 
 
Figura 15  
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Fig. 15 Determinación de apoptosis en las MSCs utilizando las técnicas de Anexina V/IP (A) y TUNEL 
(B). Evaluación del ciclo celular mediante ensayo de proliferación con Ioduro de Propidio (C). Los 
resultados se expresan como el incremento del porcentaje de células anexina positivas con respecto a las 
MSCs Ctrl. FI: Fold Increase (incremento).  Test-t no pareado * p<0.05; *** p<0.001 
 
 
Diferenciación de MSCs a osteoblastos 
 
Como se mencionó anteriormente, durante las primeras etapas del proceso de 
diferenciación es necesaria la expresión de RUNX2 que luego activará la expresión del 
gen de la fosfatasa alcalina (ALP) y colágeno de tipo I (COLA1), necesarios para el 
proceso de formación de la matriz ósea. En algunas enfermedades los patrones de 
expresión pueden verse afectados contribuyendo al deterioro óseo (Zhao et al., 2016), 
por lo que decidimos evaluar la expresión de estos genes a nivel de ARNm en el 
proceso de diferenciación in vitro de MSCs Gaucher hacia osteoblastos a 7 y 14 días de 
diferenciación, comparando con el estado basal (MSCs). Los resultados obtenidos 
muestran que la expresión del gen RUNX2 en osteoblastos Gaucher aumenta 
significativamente a los 7 días de diferenciación, pero luego disminuye a los 14 días con 
respecto a los osteoblastos control (Fig. 16a). Los niveles de expresión de ALP (Fig. 
16b) y COLA1 (Fig. 16c) muestran una disminución significativa a los tres tiempos 
evaluados. 
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Para comprobar si estas reducciones en la expresión génica se ven reflejadas en la 
funcionalidad de los osteoblastos Gaucher, medimos los niveles de actividad fosfatasa 
alcalina (ALP), deposición de colágeno en la matriz extracelular (Sirius Red), y 
mineralización por determinación de depósitos de calcio (Alizarin Red) como se detalla 
en materiales y métodos. Estos ensayos, mostraron que los osteoblastos Gaucher 
presentan una disminución en la mineralización a partir de los 14 días de diferenciación 
(Fig. 16d), y una disminución de la actividad fosfatasa alcalina (ALP) (Fig. 16e) y en 
los niveles de depósito de colágeno  a los 7 y 14 días (Fig. 16f). Los tiempos a los que 
se evidencian las alteraciones en las funciones de deposición de colágeno, ALP y 
mineralización concuerdan con los resultados obtenidos para la expresión génica de 
estos marcadores (Fig. 16 a,b y c).  
**
*
*
***
****
**** **
****
****
****
****
ALP
 
Fig. 16 Diferenciación de MSCs a Osteoblastos. Determinación de la expresión de los genes RUNX2 (A), 
ALP (B) y COLA1 (C) a 0 (MSCs), 7 y 14 días de diferenciación, donde los resultados se expresan como 
el incremento con respecto al Ctrl a 0 días (MSCs). Determinación de la absorbancia a 450 nm de la 
extracción del colorante Alizarin Red (D), determinación cualitativa de la actividad fosfatasa alcalina 
(ALP) (E) y determinación de la absorbancia a 540 nm de la extracción del colorante Sirius Red (F) en 
osteoblastos de 7 y 14 días de diferenciación. Los resultados se expresan como el incremento con respecto 
al Ctrl a 7 días. FI: Fold Increase (incremento). Test-t no pareado * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; 
**** p<0.0001 
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Estudio del efecto de tratamientos para osteoblastos Gaucher 
 
En la actualidad, el tratamiento más utilizado para la enfermedad de Gaucher es la 
Terapia de Reemplazo Enzimático que consiste en la administración intravenosa de la 
enzima recombinante GCasa, cada dos semanas. Sin embargo, existen otras opciones de 
tratamiento que apuntan a la inhibición de síntesis de sustrato (Abe et al., 2000; 
McEachern et al., 2007) o a la administración de chaperonas químicas para mejorar el 
plegamiento y estabilizar la estructura de la enzima mutada (Guce et al., 2011; Narita et 
al., 2016). Aunque la terapia de reemplazo enzimático logra disminuir los problemas 
óseos  observados en los pacientes Gaucher, un alto porcentaje de los mismos mantiene 
parte de los síntomas, principalmente las crisis de dolor óseo (40% aproximadamente) 
(Sims et al., 2008). Debido a ello, se están estudiando drogas complementarias que 
apunten a resolver esta falencia mejorando la calidad de vida de los pacientes. 
 
Velaglucerasa alfa 
 
Con el objetivo de estudiar la acción de la Velaglucerasa alfa recombinante (GCasa) 
sobre los osteoblastos Gaucher establecimos las Unidades de GCasa a utilizar. Para 
realizar los cálculos teóricos tomamos como referencia una persona de 70 Kg la cual 
recibiría una dosis de 60 U/Kg, lo que hace un total de 4200 U. De esta manera, se 
administrarán 1,4 U de enzima recombinante Velaglucerasa por cada mililitro de 
plasma, considerando que el volumen plasmático normal de un persona de 70 kg son 3 
litros. Es decir que para los ensayos se utilizará una concentración de Velaglucerasa de 
1,4 U por cada mililitro de medio de cultivo. 
Una vez determinada la dosis a utilizar, realizamos un ensayo para estudiar la 
mineralización de los osteoblastos Gaucher tratados con la enzima recombinante. Como 
control de especificidad, se utilizó una enzima no relacionada a la enfermedad de 
Gaucher, la enzima Idursulfasa. Para el tratamiento con esta enzima administramos la 
misma cantidad de proteína que la Velaglucerasa. Las MSCs se diferenciaron durante 
14 días y dividimos el tratamiento en dos partes: uno se basó en el tratamiento desde el 
día 0, y el otro se basó en el tratamiento a partir de los últimos 7 días de diferenciación. 
Es decir que en el primer caso la enzima es administrada en las MSCs y en el segundo 
caso en osteoblastos diferenciados. Los resultados muestran que los osteoblastos 
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Gaucher tratados con la Velaglucerasa poseen una menor capacidad de mineralización, 
tanto si la enzima es administrada desde el estadío mesenquimal o desde el estadío de 
osteoblasto (Fig. 17). Este efecto sólo se observó para el tratamiento con Velaglucerasa 
y no para la enzima no relacionada.  
 
Velaglucerasa - + - + -
Idursulfasa - - + - +
Tratamiento 14 días 14 días 7 días
****
*
*
 
Fig. 17 Tratamiento de osteoblastos con enzimas recombinantes. Determinación de la absorbancia a 
450nm de la extracción del colorante Alizarin Red en osteoblastos de 14 días de diferenciación 
administrando Velaglucerasa (1,4 U/ml - 0,035 mg) o Idursulfasa (0,035 mg) por 14 días completos o en 
los últimos 7 días de cultivo. Los resultados se expresan como el incremento de DO con respecto a los 
osteoblastos Ctrl sin tratamiento con Velaglucerasa. FI: Fold Increase (incremento). Test-ANOVA de una 
vía seguido de test Bonferroni * p<0.05; **** p<0.0001 
 
Estos resultados nos hicieron evaluar si la Velaglucerasa estaba ingresando a las 
células. Comercialmente, las enzimas son modificadas para que posean una mayor 
capacidad de ingreso a las células. Los osteoblastos poseen receptores de manosa 6 
fosfato (M6PR), por lo que la enzima recombinante es decorada con manosa 6 fosfato 
(M6P) como ligando a dicho receptor para facilitar el ingreso a las células (Panicker et 
al., 2018). Incluso, estudios por espectrometría de masas de alta resolución revelan que 
la Velaglucerasa posee 0,8 moles de M6P por enzima, mientras que otras alternativas de 
tratamiento poseen menos cantidad de M6P por enzima (0,6 moles) (Lieberman, 2011). 
Entonces, para evaluar si la enzima era capaz de ingresar a las MSCs se realizó una 
cinética de incorporación de GCasa recombinante (Velaglucerasa 1,4 U/ml) cultivando 
las MSCs por 6, 24 y 48 hs con esta enzima. Luego, se lavaron exhaustivamente para 
eliminar restos de Velaglucerasa en la superficie y se lisaron para medir la actividad 
GCasa remanente en el interior celular. Como se puede observar en la figura 18, se 
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evidenció que las MSCs Gaucher incorporaron la Velaglucerasa aumentando su 
actividad residual entre un 25% y un 50%.  
 
***
**
**
 
Fig. 18 Incorporación de Velaglucerasa en MSCs. Actividad GCasa a 6 hs, 24 hs y 48 hs luego de 
administrar 1,5 U/ml enzima recombinante Velaglucerasa. La actividad GCasa se expresa como 
porcentaje con respecto a la actividad GCasa de MSCs Ctrl sin tratamiento con Velaglucerasa. Test-t no 
pareado ** p<0.01; *** p<0.001  
 
Debido a que la Velaglucerasa ingresa a la célula pero no restablece la función de 
mineralización de los osteoblastos Gaucher, decidimos buscar una droga que tenga 
efectos osteogénicos y que pueda complementar esta deficiencia. Se realizarán más 
estudios para identificar la causa de la falta de efecto de esta enzima en la función de los 
osteoblastos. 
 
Semaforina 3A (Sem3A) 
 
La semaforina 3A (Sem3A) es una proteína de secreción asociada a membrana 
perteneciente a la familia de semaforinas (Behar et al., 1996), las cuales se identificaron 
originalmente como moléculas que controlan la ruta del axón durante el desarrollo del 
sistema nervioso (Kolodkin et al., 1993). Recientemente se ha demostrado que la 
Sem3A es expresada principalmente por los osteoblastos, pudiendo actuar autócrina o 
parácrinamente uniéndose a su receptor neuropilin 1 (Nrp1) expresado tanto en 
osteoblastos como en los precursores de osteoclastos. De esta manera, es capaz de 
estimular la formación ósea mientras inhibe la resorción (Li et al., 2017). Por otro lado, 
modelos in vitro ha demostrado que la Sem3A promueve la elongación de las dendritas 
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de los osteocitos (Niimura et al., 2016), y que además es capaz de generar un cambio en 
la diferenciación de células madre adiposas hacia osteoblastos (Liu et al., 2016).  
Debido a que se ha demostrado que la Sem3A tiene propiedades osteogénicas y que 
es capaz de propiciar un cambio en el destino celular hacia osteoblastos, hemos decidido 
utilizar a la Sem3A para estudiar su aplicabilidad como droga complementaria al 
tratamiento de reemplazo enzimático para mejorar la patología ósea en la enfermedad de 
Gaucher. 
En primer lugar, se determinó la concentración de uso de la Sem3A realizando una 
curva dosis-respuesta a distintas concentraciones de Sem3A obtenidas de literatura (50 
y 100 ng/ml). Para ello diferenciamos las MSCs a osteoblastos por 14 días y evaluamos 
la capacidad de mineralización, deposición de colágeno y actividad fosfatasa alcalina. 
Los resultados mostraron que el tratamiento con Sem3A indujo un aumento 
significativo en el proceso de mineralización de los osteoblastos Gaucher cuando se 
utilizó una concentración de 100 ng/ml de Sem3A (Fig. 19a) si bien no se logró 
alcanzar los niveles producidos por las MSCs control. Por otro lado, la deposición de 
colágeno (Fig. 19b) y la actividad fosfatasa alcalina (Fig. 19c) en osteoblastos Gaucher 
no se ve afectada cuando los tratamos con 100 ng/ml Sem3A. 
 
 
 
Figura 19  
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Fig. 19 Dosis respuesta de Sem3A en osteoblastos. Determinación de la absorbancia a 450 nm de la 
extracción del colorante Alizarin Red (A); determinación de la absorbancia a 540nm de la extracción del 
colorante Sirius Red (B) y determinación cualitativa de actividad fosfatasa alcalina (ALP) (C) en 
osteoblastos de 14 días de diferenciación administrando Sem3A (50 y 100 ng/ml). Los resultados se 
expresan como el incremento de DO con respecto a los osteoblastos Ctrl sin tratamiento con Sem3A. FI: 
Fold Increase (incremento). Test-t no pareado * p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.0001. 
 
Efecto de las MSCs y osteoblastos sobre la Osteoclastogénesis  
 
Entre las funciones de los osteoblastos se encuentra la modulación del 
remodelamiento óseo a través de la inhibición o activación de la osteoclastogénesis 
mediante la secreción de diferentes factores o por medio de proteínas ancladas a 
membrana (Nakashima et al., 2000; Sims et al., 2014). La vía más relevante a nivel 
fisiológico para la estimulación de este proceso es la vía RANK-RANKL-OPG. Por otro 
lado, hay evidencias que en presencia de un estado inflamatorio, la osteoclastogénesis 
puede ser inducida independientemente a esta vía, involucrando distintas citoquinas 
como IL-6, TNF-α e IL-1β (Huynh et al., 2017; Kudo et al., 2003; Trebec-Reynolds et 
al., 2010). 
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Para determinar si las MSCs y osteoblastos Gaucher poseen distinta capacidad de 
inducción de osteoclastogénesis que las células control, realizamos el ensayo de 
osteoclastogénesis utilizando los sobrenadantes condicionados de los cultivos de las 
MSCs y de los cultivos de osteoblastos diferenciados por 7 y 14 días para estimular a 
precursores de osteoclastos en presencia de M-CSF. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 20a, donde observamos que los sobrenadantes provenientes de las 
MSCs Gaucher mostraban un aumento significativo en la formación de células 
multinucleadas TRAP+ en comparación con los inducidos por los sobrenadantes de las 
células control. A partir de estos resultados, realizamos un ensayo de osteoclastogénesis 
con los sobrenadantes de las MSCs sobre una matriz de dentina. De esta manera 
identificamos los osteoclastos activos mediante el recuento de áreas de resorción (Fig. 
20b). Los resultados indican que los sobrenadantes de MSCs Gaucher generan una 
mayor cantidad de áreas de resorción que los sobrenadantes de MSCs control. En la 
Figura 20b se muestra una imagen de estas áreas de resorción como ejemplo 
representativo. Dadas estas observaciones, evaluamos si los sobrenadantes 
condicionados de las MSCs Gaucher presentaban niveles aumentados de citoquinas pro-
inflamatorias TNF-α (Fig. 20c), IL-1β (Fig. 20d) e IL-6 (Fig. 20e) que estuvieran 
involucradas en el proceso de osteoclastogénesis en un entorno inflamatorio, y 
encontramos que los niveles de IL-1β estaban aumentados en los sobrenadantes 
condicionados de MSCs Gaucher.  
Para evidenciar el rol funcional de IL-1β y RANKL en el proceso de 
osteoclastogénesis, realizamos un ensayo de osteoclastogénesis donde se utilizaron los 
sobrenadantes condicionados de las MSCs en presencia/ausencia de un antagonista de 
IL-1β (Anakinra) o del inhibidor natural de RANKL (OPG). Los resultados mostraron 
una reducción en las cantidades de células multinucleadas TRAP+ (Fig. 20f), 
remarcando la participación de IL-1β y RANKL en la osteoclastogénesis inducida por 
las MSCs. Para poner en evidencia los osteoclastos activos realizamos el mismo ensayo 
sobre una superficie de dentina para identificar áreas de resorción. Los resultados que 
obtuvimos van en concordancia con el ensayo anterior ya que se observa un menor 
número de áreas de resorción cuando los ensayos se realizaron en presencia de Anakinra 
y OPG (Fig. 20g). 
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Anakinra - + -
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OPG - - +
**
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Ctrl
Gaucher
 
Fig. 20 Efecto de las MSCs sobre la Osteoclastogénesis. Cuantificación de células multinucleadas TRAP+ 
generadas por los sobrenadantes de osteoblastos control y Gaucher de 0 (MSCs), 7 y 14 días de 
diferenciación (A). Determinación de las áreas de resorción generadas por los sobrenadantes de las MSCs 
(izquierda) y su visualización microscópica (derecha) (B). Determinación de la concentración de 
citoquinas (pg/ml) TNF-α (C), IL-1β (D) e IL-6 (E) en los sobrenadantes condicionados de MSCs 
mediante ELISA. Cuantificación de células multinucleadas TRAP+ generadas por los sobrenadantes 
MSCs (F) y cuantificación de áreas de resorción en placa de dentina (G), ambos en presencia/ausencia del 
antagonista de IL-1β (Anakinra 500ng/ml) y OPG (50ng/ml). Barra de escala: 100 µm. A), B), C) y D) se 
analizaron con Test-t no pareado; y E) y F) se analizaron con Test ANOVA de una vía seguido de test 
Bonferroni  * p<0.05; ** p<0.01 
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Diferenciación de MSCs a adipocitos 
 
El tejido adiposo de la médula ósea es un componente conservado del microambiente 
de la médula que proporciona almacenamiento, liberación de energía y estabilización de 
la médula ósea (Pino et al., 2017). La mayoría de las enfermedades que presentan 
pérdida ósea, como la inflamación crónica, evolucionan hacia una alteración en la 
composición del tejido adiposo de la médula ósea (Pino et al., 2017), donde las MSCs 
desvían su diferenciación hacia adipocitos en lugar de a osteoblastos (Li et al., 2016; 
Wang et al., 2017). Este aumento de adipocitos en la médula ósea en un estado 
patológico podría contribuir a la fragilidad ósea, ya que también se observó que estos 
adipocitos eran capaces de estimular la osteoclastogénesis (Mori et al., 2014; Pino et al., 
2017; Shanmugam et al., 2018). En la enfermedad de Gaucher el estado inflamatorio 
crónico está presente, por lo que se esperaría encontrar un aumento en la cantidad de 
adipocitos en la médula ósea. A raíz de estas observaciones decidimos utilizar el modelo 
in vitro de MSCs para estudiar el proceso de diferenciación en las células Gaucher.  
La diferenciación de las MSCs a adipocitos involucra el aumento en la expresión del 
gen PPAR-γ y la disminución de la expresión del gen RUNX2 (Rosen et al., 2009), por 
lo que analizamos la expresión de dichos genes a nivel de ARNm durante la 
diferenciación durante 7 y 14 días. Los resultados obtenidos indican que tanto a 7 como 
a 14 días, los adipocitos Gaucher expresan mayores niveles del gen PPAR-γ (Fig. 21a) y 
menores niveles de expresión del gen RUNX2 (Fig. 21b) en comparación con los 
adipocitos control. Otro parámetro de diferenciación de adipocitos es el aumento de 
gotas lipídicas en su interior (Barneda et al., 2017), por lo que cultivamos las MSCs en 
las mismas condiciones y tiempos que en el ensayo anterior para estudiar dicho 
parámetro. La cuantificación de lípidos acumulados se realizó mediante la extracción y 
medición de absorbancia del colorante Oil Red (Fig. 21c derecha) y por observación 
microscópica (Fig. 21c izquierda). De esta manera, identificamos que los adipocitos 
Gaucher presentaban una disminución en la acumulación de gotas lipídicas con respecto 
a los adipocitos control.  
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Fig. 21 Diferenciación de MSCs a adipocitos. Cuantificación de la expresión de los genes PPAR-γ (A) y 
RUNX2 (B). Determinación de la absorbancia a 492 nm del extracto del colorante Oil Red (derecha) y 
observación microscópica de gotas lipídicas coloreadas con Oil Red (izquierda) (B). Los ensayos fueron 
realizados en adipocitos Ctrl y Gaucher de 7 y 14 días de diferenciación. Los resultados se expresan como 
el incremento con respecto al Ctrl de 7 días de diferenciación. Barra de escala: 100µm. FI: Fold Increase 
(incremento). Test-t no pareado * p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.0001 
 
 
 
La observación realizada en adipocitos Gaucher sugiere que el metabolismo de las 
gotas lipídicas se encuentra alterado, por lo que decidimos profundizar los estudios al 
respecto. 
La familia de proteínas de perilipinas se encuentran asociadas a la superficie de las 
gotas lipídicas y están involucradas en la formación de las mismas, es decir que 
participan del proceso de lipogénesis (Barneda et al., 2017; Itabe et al., 2017). 
Particularmente, la perilipina 2 (PLIN2) se expresa en adipocitos prematuros 
colaborando en el proceso de diferenciación (Itabe et al., 2017), y es regulada 
directamente por PPAR-γ (Maurizi et al., 2018). A partir de estas evidencias, decidimos 
evaluar la expresión a nivel de ARNm del gen PLIN2 a 7 y 14 días de diferenciación 
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para evaluar si el proceso de lipogénesis estaba disminuido. Los resultados indicaron 
que los adipocitos Gaucher presentaban un aumento significativo de los niveles de 
expresión de PLIN2 con respecto a los adipocitos control a los 7 días, por lo que el 
proceso de lipogénesis estaría estimulado (Fig. 22).  
 
 
*
 
Fig. 22 Cuantificación de la expresión del gen PLIN2 a nivel de ARNm en adipocitos de 7 y 14 días de 
diferenciación. Los resultados se expresan como el incremento con respecto al Ctrl de 7 días de 
diferencaición. Test-t no pareado * p<0.05 
 
 
El conjunto de resultados indican una mayor tendencia de las MSC Gaucher a 
diferenciarse a adipocitos. Sin embargo, la acumulación de lípidos es deficiente en los 
adipocitos Gaucher demostrando una deficiencia en su función. La causa de esta 
alteración podría provenir de un aumento de la secreción de lípidos o de la degradación 
de las gotas lipídicas, por lo que se necesitan más estudios para dilucidar el mecanismo 
involucrado. 
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Discusión 
 
Las MSCs son células de origen no hematopoyético que componen el sistema óseo y 
de ellas derivan los osteoblastos, adipocitos y condrocitos (Zołocińska, 2018). Las 
manifestaciones óseas en la enfermedad de Gaucher están mayormente asociadas a una 
disminución en la actividad de los osteoblastos y/o a un aumento en la resorción ósea 
(Mucci et al., 2014). Debido a los múltiples factores que pueden estar contribuyendo a 
la patología ósea de los pacientes Gaucher, decidimos evaluar la homeostasis de sistema 
óseo en un modelo in vitro constituido por una línea celular establecida de MSCs de 
individuos sanos y con enfermedad de Gaucher, donde estas células se diferenciaron 
utilizando medios de diferenciación específicos. Previo a comenzar la diferenciación, 
evaluamos el estado basal de las MSCs mediante el análisis de muerte y evolución en el 
ciclo celular, ya que se ha reportado que células con deficiencia en actividad GCasa 
tienen problemas en la proliferación (Lecourt et al., 2013, 2012). Con estos ensayos 
pudimos demostrar que las MSCs Gaucher presentan una inhibición en la proliferación. 
Por otro lado, evidenciamos que los osteoblastos Gaucher presentan una disminución 
en su capacidad de formación de matriz ósea, demostrada por la menor capacidad de 
mineralización, deposición de colágeno y actividad fosfatasa alcalina con respecto a los 
osteoblastos control, resultados coincidentes con lo evidenciado por otros grupos tanto 
en modelos in vitro como in vivo (Mistry et al., 2010; Panicker et al., 2018). En la 
actualidad, el tratamiento de elección para la enfermedad de Gaucher es la terapia de 
reemplazo enzimático, por lo que evaluamos el efecto del tratamiento con la enzima 
recombinante Velaglucerasa en osteoblastos derivados de MSCs. La capacidad de 
mineralización de los osteoblastos Gaucher tratados con la enzima fueron menores que 
en los osteoblastos Gaucher sin tratar, hecho que no puede ser asociado a la falta de 
enzima dentro de la célula ya que demostramos que la enzima ingresa a las MSCs. Es 
decir que la Velaglucerasa no sería eficiente para restituir la función de mineralización, 
lo que nos llevó a evaluar la Semaforina 3A como posible droga suplementaria debido a 
sus propiedades osteogénicas, anti-osteoclastogénicas y anti-inflamatorias (Lepelletier 
et al., 2006; Z. Li et al., 2017). Los resultados que obtuvimos mostraron que la Sem3A 
puede mejorar la mineralización de osteoblastos Gaucher significativamente a 100 
ng/ml. 
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Los osteoblastos también tienen un papel central en la regulación de la resorción 
ósea, donde se ha demostrado que la osteoclastogénesis está mediada vía RANKL/OPG 
y por el aumento de citoquinas proinflamatorias como  IL-1 (Kenkre et al., 2018; 
Nakamura et al., 2006). Asimismo, se ha demostrado que la deficiencia de GCasa en las 
MSCs de pacientes Gaucher conduce a una disminución en las capacidades de 
diferenciación osteogénica y provoca una activación en la actividad de resorción de 
osteoclastos a través de la secreción de factores solubles como la proteína quimiotáctica 
de monocitos-1 (MCP-1) y la proteína-1 relacionada con Dickkopf (DKK-1) (Lecourt et 
al., 2013). En concordancia con lo observado por Lecourt et al., los sobrenadantes 
condicionados de las MSCs Gaucher demostraron tener un mayor potencial 
osteoclastogénico con respecto a los sobrenadantes condicionados provenientes de 
MSCs Control y de osteoblastos Gaucher. Los ensayos de bloqueo de las señales pro-
osteoclastogénicas en los sobrenadantes provenientes de MSCs Gaucher utilizando un 
antagonista de IL-1β (Anakinra) y el inhibidor natural de RANKL (OPG), mostraron 
una disminución en el recuento de células multinucleadas TRAP+ en ambas 
condiciones, lo que confirma que las dos vías son de relevancia en el proceso de 
osteoclastogénesis. El rol de IL-1 en la osteoclastogénesis también ha sido demostrado 
por otros autores, quienes sugieren que IL-1 está involucrada en la fusión de los 
precursores de osteoclastos y multinucleación, como así también en la sobrevida de los 
osteoclastos (Nakamura et al., 2006). Por otro lado, se ha visto que IL-1 es un estímulo 
insuficiente para generar osteoclastos por sí solo, sin embargo esto es posible cuando se 
estimula la sobreexpresión de su receptor IL-1RI a través de RANKL, lo que explicaría 
el efecto sinérgico de IL-1 sobre la osteoclastogénesis inducida por RANKL (Kim et al., 
2009). 
Como mencionamos, las MSCs son las células precursoras de osteoblastos y 
adipocitos cuya diferenciación está guiada por factores en el microambiente óseo. Se ha 
demostrado que en ciertos estados patológicos como un entorno inflamatorio o estrés 
oxidativo, las MSCs desvían su diferenciación hacia adipocitos en lugar de a 
osteoblastos (Li et al., 2016; Wang et al., 2017). Este aumento de adipocitos en la 
médula ósea en un estado patológico podría contribuir a la fragilidad ósea, ya que 
también se observó que estos adipocitos eran capaces de estimular la osteoclastogénesis 
(Mori et al., 2014; Pino et al., 2017). En la enfermedad de Gaucher el estado 
inflamatorio crónico está presente, por lo que se esperaría encontrar un aumento en la 
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cantidad de adipocitos en la médula ósea. Por esta razón, decidimos evaluar si los 
adipocitos derivados de las MSCs Gaucher presentan alteraciones que pudieran influir 
en la problemática ósea. Nuestros resultados mostraron un perfil adipogénico 
aumentado en las células Gaucher con respecto a los controles, el cual fue evidenciado 
por una alta expresión en el gen PPAR-γ y una baja expresión del gen RUNX2. 
Recientemente se ha demostrado que PPAR-γ es estimulada directamente por 
glucosilceramida, cuya síntesis está dirigida por la enzima glucosilceramida sintasa y la 
cual es potenciada en un entorno adipogenico (Jang et al., 2019). Si se piensa en un 
contexto Gaucher, la deficiencia en la actividad de la GCasa provoca un aumento en los 
niveles de glucosilceramida por la deficiencia en su degradación, lo que podría 
contribuir en mayor medida a la estimulación de PPAR-γ. 
A pesar que los adipocitos Gaucher presentan un incremento en los niveles de 
expresión de PPAR-γ con respecto a los adipocitos control, estas células no poseen la 
capacidad de acumular gotas lipídicas, como también lo ha evidenciado otro grupo de 
investigación (Campeau et al., 2009). Con estas evidencias, podemos sugerir que la 
ausencia de gotas lipídicas puede deberse a varios factores como por ejemplo: un 
aumento en el proceso de lipólisis o de secreción de las vesículas lipídicas al medio 
extracelular; aunque es necesario realizar más estudios para su confirmación. 
Para concluir, el conjunto de resultados obtenidos en este capítulo podrían explicar 
parte de la patología ósea de la enfermedad de Gaucher, ya que se muestra que las 
células Gaucher presentan deficiencias en su funcionalidad, tanto en la estirpe de 
osteoblastos como en la de adipocitos; que el tratamiento con Velaglucerasa no pudo 
restablecer la función de los osteoblastos; y que las MSCs Gaucher estimulan el proceso 
de osteoclastogénesis a través de RANKL e IL-1β.  
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Los objetivos propuestos para el presente trabajo se enfocaron en investigar la 
relación entre la deficiencia en la actividad de la enzima lisosomal GCasa con su 
consecuente acumulación de sustrato (glucosilceramida) con los mecanismos 
fisiopatológicos involucrados en el desbalance del sistema óseo observado en pacientes 
con enfermedad de Gaucher para estudiar nuevos tratamientos complementarios al 
existente. 
Nuestra primera estrategia fue generar un modelo in vitro de osteocitos y precursores 
de osteoblastos murinos con un inhibidor químico (CBE) para evaluar las posibles 
alteraciones. Estos modelos nos permitieron demostrar que la ausencia de actividad 
enzimática y acumulación de sustrato genera alteraciones celulares que llevan a la 
secreción de factores solubles capaces de inducir la diferenciación de osteoclastos 
maduros y activos con el potencial de degradar la matriz ósea. Además, el modelo de 
osteocitos nos proporcionó información para demostrar que las proteínas de adhesión 
(integrina) y de uniones estrechas (Cx43) estaban disminuidas, promoviendo la muerte 
celular por apoptosis y contribuyendo al proceso de osteoclastogénesis. Por otro lado, el 
modelo químico de precursores de osteoblastos nos permitió estudiar el proceso de 
diferenciación de osteoblastos bajo la inhibición de la enzima GCasa, pudiendo 
determinar que el proceso de formación ósea en estas condiciones estaba disminuido, lo 
que podría contribuir a la patología ósea observada en los pacientes. 
Los modelos químicos que utilizamos son de utilidad para estudiar los mecanismos 
afectados del metabolismo óseo en el contexto de la enfermedad de Gaucher ya que la 
actividad residual de la enzima GCasa es comparable con la encontrada en pacientes 
Gaucher. Sin embargo, el uso de estos modelos químicos es limitado para estudiar 
distintas drogas de tratamiento. Para abordar esta problemática reemplazamos este 
modelo de estudio por uno más representativo de la enfermedad. El nuevo modelo se 
basa en una línea celular humana de MSCs inmortalizadas provenientes de fibroblastos 
de individuos sanos y pacientes con Enfermedad de Gaucher Tipo 3, que tienen las 
mutaciones inherentes al paciente. Este modelo nos permitió validar las observaciones 
realizadas en el modelo químico de osteoblastos, pudiendo confirmar que las MSCs de 
pacientes Gaucher presentan una alteración en el proceso de osteogénesis, dando como 
resultado una disminución en su capacidad de formación de matriz ósea. A su vez, las 
MSCs Gaucher tienen el potencial para promover la osteoclastogénesis a través de 
RANKL e IL-1β. Otra alteración observada, fue que las MSCs Gaucher tienen 
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estimulada la adipogénesis pero son incapaces de acumular cantidades considerables de 
gotas lipídicas, es decir que también tienen una alteración en su función de 
almacenamiento energético. Por último, el tratamiento realizado con Velaglucerasa no 
fue efectivo para restablecer la función de mineralización de los osteoblastos Gaucher, 
sin embargo, el tratamiento con Sem3A pudo mejorar este aspecto, aunque los niveles 
de mineralización no alcanzaron a igualar a los de osteoblastos control. 
Los mecanismos propuestos en la patología ósea de la enfermedad de Gaucher que se 
derivan de los resultados de esta tesis se resumen en la figura 23.  
 
 
 
 
Fig. 23 Mecanismos propuestos involucrados en la problemática ósea de la enfermedad de Gaucher. 
Mediadores que se encuentran modulados en células Gaucher con respecto a las control. 
1. MSC secreta  RANKL e IL-1β estimulando la osteoclastogénesis con el consecuente incremento en la 
resorción ósea. 2. MSC subexpresa RUNX2 inhibiendo la diferenciación a Ob y disminuyendo la 
formación ósea. 3. Ob secreta RANKL y microvesículas que contienen RANKL, estimulando la resorción 
ósea. 4. Os subexpresa proteínas de uniones intercelulares que podría derivar en la apoptosis de estas 
células liberando cuerpos apoptóticos y RANKL, los cuales provocan la estimulación de la resorción 
ósea. 5. MSC sobreexpresa PPAR-γ estimulando la diferenciación a Ad que no muestran una acumulación 
de gotas lipídicas. MSC: célula madre mesenquimal; Ob: osteoblasto; Ad: adipocito; Os: osteocito; Oc: 
osteoclasto.  
 
 Conclusiones 
[97] 
 
Por lo tanto se concluye que: 
 La menor densidad ósea observada en los pacientes con EG se explicarían por 
una deficiente formación ósea acompañada de un aumento en la resorción ósea. 
 La disminución en la formación ósea está dada, al menos en parte, por una 
menor actividad de los osteoblastos Gaucher para formar la matriz ósea. A su 
vez, las MSCs que dan origen a dichos osteoblastos tienen parcialmente inhibido 
el proceso de proliferación y menor expresión de genes asociados a 
osteogénesis.  
 La mayor resorción ósea se debe, al menos en parte, a que tanto las MSCs, 
osteoblastos como osteocitos en estos modelo Gaucher producen elevados 
niveles de factores que estimulan la osteoclastogénesis. 
 Los osteocitos Gaucher presentan una mayor tasa de apoptosis y liberación de 
cuerpos apoptóticos.  
 Las MSCs Gaucher poseen un alto potencial de diferenciación adipogénica. 
 La Sem3A podría considerarse para ser utilizada como complemento de las 
terapias actuales en la EG. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Este trabajo nos ha permitido identificar varios aspectos clave sobre los mecanismos 
involucrados en la problemática ósea de la enfermedad de Gaucher. Aunque por otro 
lado también nos abre nuevos interrogantes para continuar con nuestros estudios.  
Como perspectivas a futuro, nos proponemos profundizar los estudios en la 
diferenciación de adipocitos y delinear si hay alteraciones en los mecanismos de 
lipogénesis y lipólisis como posibles causales de la falta de acumulación de lípidos 
observada. También se evaluará su relación con la osteoclastogénesis debido a que se ha 
demostrado que los adipocitos derivados de las MSCs pueden estimular este proceso 
(Mori et al., 2014).  
Por otro lado, se estudiará el mecanismo del inflamosoma en MSCs. Se ha descripto 
que la ruptura de lisosomas y la consecuente liberación de distintas moléculas activa a 
NLRP3 (Hornung et al., 2008; Rajam̈aki et al., 2010), por lo que la acumulación de 
glucosilceramida podría generar una inestabilidad en la estructura del lisosoma, 
llevando a una fuga de componentes del mismo hacia el citoplasma y la activación del 
inflamosoma. La activación lleva al clivaje proteolítico de pro-IL-1β y/o pro-IL-18, que 
puede ser dependiente o independiente de caspasa-1, dando IL-1β e IL-18 activas. La 
liberación de ambas citoquinas promueve un proceso inflamatorio que puede 
autoperpetuarse llevando a un estado inflamatorio crónico. Incluso, se ha demostrado 
que la activación del inflamosoma en MSCs potencia la diferenciación de estas células 
hacia adipocitos (Wang et al., 2017).  
Y por último, planteamos desarrollar soportes nanoestructurados para utilizar como 
soporte de la enzima Velaglucerasa y la proteína Sem 3A (Begam et al., 2017). Esta 
forma de administración permite dirigir específicamente la enzima o la droga hacia el 
hueso dependiendo de las decoraciones que se utilicen adosadas a la nanopartícula 
(Yang et al., 2018). A su vez, esta estrategia permitiría mantener la estructura por más 
tiempo en circulación aumentando las probabilidades de que la enzima/droga llegue al 
hueso.  
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